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Destinataire: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
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ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

29 novembre 1999 (29.1 1.99) 




Demande Internationale no 
PCT/FR99/00874 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
339790/17469 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
Uavril 1999(14.04.99) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
14avril 1998(14.04.98) 


Deposant 

CHEVALET, Laurent etc 



1. L' office design6 est avise de son election qui a ete faite: 

| X| dans la demande d'examen preliminaire international presentee a Padministration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

02 novembre 1999 (02.11.99) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. (.'election 



fx] a 6t6 faite 

| | n'a pas et6 faite 



avant I'expiratron d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autohse 


Bureau international de I'OMPI 




34. chemin des Colombettes 


Kiwa Mpay 


121 1 Geneve 20, Suisse 


no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 
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AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1.c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
21 octobre 1999 (21.10.99) 



Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
. 26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 



F-751 16 Paris p— — rT^TT/ C 1 ^ 
FRANCE [^R^RJXeJ^ 

2 S OCT. 1^ 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
339790/17469 


AVIS IMPORTANT 


Demande Internationale no 
PCT/FR99/00874 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
14avril 1999(14.04.99) 


Date de priorrte (jour/mois/annee) 
14avril 1998(14.04.98) 


Deposant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT etc 



1 II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit Particle 20, la demande Internationale aux offices designes suivants: 

AU,CN,EP,JP,US 

Conformement a la regie 47.1.c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus naut. et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a Toffice ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

BR,CA,MX 

La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1 )a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
21 octobre 1999 (21.10.99) sous le numero WO 99/53080 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite. la demande d'examen preliminaire international doit etre Presentee a 
('administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d un delai de 19 mo.s a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 



RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale. il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupre 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale. voir fannexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de Cexemplaire original) et le volume u 



nationale. voir l a 
du Guide du deposant du PCT 



Bureau international dc I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20. Suisse 



no de lelecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

J. Zahra 

no de telephone (4 1 -22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/308 (juillet 1996) 



2896030 



WO 99/53080 
PCTVFR99/00874 

PATENT COOPERATION TREATY 




From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 



To: 



MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-751 16 Paris 
FRANCE 



[stamp] 



(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing (day/month/year) 
21 October 1999 (21.10.99) 



Applicant's or agent's file reference 
339790/17469 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 
PCT/FR99/00874 


International filing date (day/month/year) 
14 April 1999(14.04.99) 


Priority date (day/month/year) 
14 April 1998 (14.04.98) 


Applicant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT etc 



1 . Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application to 
the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

AU,CN,EP,JP,US 

In accordance with Rule 47.1(c), third sentence, each designated Office will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy of the 
international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived their requirement whereby this communication must take place by that date: 
BR,CA,MX 

Communication will take place only when requested by these Offices. Moreover, the applicant is not required to furnish a copy of 
the international application to the Offices in question (Rule 49.1)a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 



21 October 1999 (21.10.99) under No. WO/ 99/53080 

REMINDER REGARDING CHAPTER 11 (Article 31.2)a) and Rule 54.2) 



If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 



It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 



Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the right 
to file a demand for international preliminary examination. 



REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39.1)) 



If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months or 
30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the Annex to 
Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicants Guide. 





Authorized officer: 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 




1211 Geneva 20, Switzerland 


J. Zahra 


Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22)338.83.38 


Form PCT/IB/308 (July 1996) 




PCT 


Demande internationale n° 


REQUETE 


Date du d£pot international 


Le soussigne requiert que ia presentc demande 
internationale soit traitce conforrnement au Traits de 
cooperation cn matiere de brevets. 


Nom de 1'office recepteur et "Demande internationale PCT" 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facuttatij) 
(12 caracteres au maximum) 339790/17469 



Cadre n* I TITRE DE L'INVENTION NOUVELLES CONSTRUCTIONS POUR L' EXPRESSION 
C0NTR0LEE DE PROTEINES RECOMBINANTES DANS DES CELLULES PROCARYOTES 



Cadre n" II DEPOSANT 



• indiqui 
n 'est indiqui ci-dessous.) 

PIERRE FABRE MEDICAMENT 
45 Place Abel Gance 
92100 BOULOGNE-BILLANCOURT 
FRANCE 



deposa 



□ 



Ccttc pcrsonne est aussi 
inventcur. 



n*dc telephone 



n°dcteIecopicur 



n*de telcimprimcur 



Nationalitc (nom de I'Etat) : 
FR 



Domicile (nom de 1'Etat) 
FR 



Cettc pcrsonne est 
deposant pour : 



□ tous les Etats 
designed 



Htous les Etats designed sauf 
IcsEtats-Unisd'Amertquc 



j | lesEtais-Unisd'Amcriquc 



sculemcnt 



□ les Hiafs indiqucs dans 
I c cad re supple mcniaire 



Cadre n* III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 



Nom ct adrcssc : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
qffictelle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 

1 adresse indiquee dans ce cadre est I rJat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

CHEVALET Laurent 

2 Rue des Acacias 
74100 ANNEMASSE 
FRANCE 



Cctte personne est : 

| | deposant sculemcnt 

| X 1 deposant ct inventcur 

| | inventcur sculemcnt 

(Sicette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationalitc (nom dc I'Etat) : 
FR 



Domicile (nom de TEtat) : 
FR 



Ccttc personne est 
deposant pour : 



□ tous les Elats I I tousles Etatsdcsignds sauf 
designes | | IcsEtats-Unisd'AmcViquc 



Er] IcsEtais-Unisd'Amcnquc I I les Etats indiqucs dans 
X] sculemcnt | | le cadre supplemental re 



| X| D'autrcs deposants ou inventeurs sont indiqucs sur une feuillc annexe. 



Cadre n' IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CO RRES PON DANCE 



La personne dont J'identite est donnee ci-dessous cst/acuS designee pouragirau nom r~Vl m ,„,-u.,:„, I 1 ■ ntnn( ^^^..^ 

du ou des deposants aupres des autorites internationalcs companies, commc: IJ9 mandala,rc |_J rc P rcscntanl commun 



Nom ct adrcssc : (Nom de famille sum du prenom; pour une personne morale, designation ojftcielle 
complete. L adrcssc doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis 

WARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE F0RESTIER Eric 

CABINET REGIMBEAU 

26 Avenue Kleber 

75116 PARIS 

FRANCE 



n°dc telephone 

01 45 00 92 02 



n'dclikcopieur 

01 45 00 46 12 



n*dc tekimprimcur 



□ Adresse pour la correspondancc : cochcr ccttc case lorsquc aucun mandataire ni rcprcscntant commun n'cst/n'a 6U disigne 
cl que Tcspacc ci-dessus est utilise* pour indiquer une adresse splcialc a laquclte la correspondancc doit etrc envoyec. 



Formulaire PCT/RO/IOI (premiere feuillc) (juiltct 1998) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feu i lie n° . Q. 



Suite du cadre n" III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Si aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feuiile ne doit pas etre incluse dans la requete. 


£ m S l / a drcssc ,- : /Ao "/ »e famtlle smvt du prenom: pour une personne morale, designation 

offtctelle comoiete l. adresse dot/ camnrfndr** It* fn/h* ttrtrt/il at la n nn* / • v, ~ j 

/ adresse tndtquee dons ce cadre est I Etat oit le deposant a son domicile si ducun domicile 
n est tttdique ct-dessous.) 

ROBERT Alain 

12 Rue de Romagny 

74100 ANNEMASSE 

FRANCE 


Ceite personne est : 

| | deposanl seulement 

| X| deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite. ) 


Natiomilite (noin dc 1 * l£iat > : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cette personne est 1 I tous Ics Etats I | u>us Ics treats desisncs sauf p^l lesntats-UnisdAmeriquc | 1 les Fiats indiqucsdans 

deposant pour : 1 1 designcs | | IcsEtais-UnisdAnieriquc L_X] seulement | | le cadre su pplcmcmai rc 


Nom el adroww : (Som dejamtlle sutvi du prenom; pour une personne morale, designation 
ojftctelfe complete. L adresse doit comnrendre le code postal ct le nom du pavs. Lepavs de 
f adresse tndtquee dans ce cadre est I Etat oit le deposant a son domicile si ducun domicile 
n est tndicfue ct-dessous. ) 

B0NNEF0Y Jean-Yves 
Les Noyers 
74250 LE SAPPEY 
FRANCE 


. Cette personne est : 
| | deposant seulement 

|X | deposant el inventeur 

| | imcnteur seulement 

(Si cette case est cochee. 
nepas remplir la suite. ) 


Nationaliie (nom de I'Ktat) : 
FR 


Domicile (nom de lEiat) : 
FR 


Ceite personne csl | I tous les Guts ( | uuis les Etats desi»nes sauf (~^] lesEiats4Jnisd*Amerique I | Ics Eiai's indiques dans 

deposanl pour : 1 1 designcs | | IcsEtais-Unisd Amerique [ M sculcmem | | le cadre supplemeniairc 


Nom et adresse : (Som de famtlle suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
ojjtctetle complete. 1 adresse doit comnrendre le code postal et le nam du pavs. Le)>a\s de 
l adresse tndtquee dans ce cadre est I Etat oit le deposant a soti domicile si ducun domicile 
n est tndupte ct-dessous. 1 

NGUYEN Thien Ngoc 

7 Rue Les Petits Hutins Lathoy 

74160 SAINT- JULIEN-EN-GENEVOIS 

FRANCE 

✓ 


Ceite personne est : 

| | deposant seulement 

|X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee, ne 
pas re mpl ir la suite.) 


Nationaliie (nom de EElat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat 
FR 


) : 


telle personne est 1 1 touslcsEiats | I tous les Etats desianes saur f— 1 Icstiais-UnisdAmeriquc 1 1 Ics Etats indiques dans 

deposanl pour : 1 1 designcs | | lesIaais-Unisd'Amcrique LXJ sculcmem |_J lc cadre supplemental 


£ m - c // a drc:isc . : f^om de famtlle sunt du prenom; pour une personne morale, designation 
ojjtctelte complete. L adresse doit comnrendre le code postal ?t le nom du pays. Le^pavs de 
I adresse tndtquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est tndtque ct-dessous.) 


Cette personne est : 

| | deposanl seulement 

| | deposant ct inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationaliie (nom de I Clai) : 

— £ „ 


Domicile (nom de I'Etat 


): 


Cetic personne esl I | touslesEiais | | tous Ics Etats desiencs sauf | 1 IcsEtats-Unisd'Amerique | 1 Ics Etats indiques dans 

deposant pour : 1 1 designcs | | lesEiats-Unisd'Arnerique | | sculcmem | | k cadre supplcmcntairc 


[ ] D'autres deposants ou invenlcurs sont indiques sur unc autre fcuillc annexe. 



Kormulaire PCT/RO/I0I (feuiile annexe) (juillet 1998) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feuille n° ... 3- 



Cadre n« V DESIGNATION D'ETATS 



Les designations suivantcs sont faites conformimeni a la regie 4.9.a) (cocher les cases appropriees: une au motns dott fetret • 
Brevet regional 

□ AP Brevet ARIPO : GH Ghana, CM Gambic, KE Kenya, LS Lesoiho. M\V Malawi. SD Soudan. SZ Swaziland 

UG Ouganda, ZW Zimbabwe et tout autre Etat qui est un Etat comraciani du Protocolc de Harare ei du PCT 

□ EA Brevet eurasien : AM Armenic, AZ AzerbaTdjan, BY Belarus, KG Kirghiztstan. KZ Kazakhstan. MD Republique de 

Moldova, RU Federation dc Russie, TJ Tadjikistan, TM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat comractam de la 
Convention sur le brevet eurasien el du PCT 

(2 EP Brevet europeen : AT Autriche, BE Belgique, CH et LI Suisse et Liechtenstein. CV Chvpre. DE Allemaene 
DK Danemark. ES Espagnc, FI Finlande, FR France, CB Royaume-Uni. GR Grcce. IE Irlande IT Italic 
LU Luxembourg. MC Monaco, NL Pays-Bas, PT Portugal. SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet europeen et du PCT 

□ OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso, BJ Berlin, CF Republique centrafricainc. CG Conco. CI Cote dhoire 

CM Cameroun, GA Gabon, GN Guinic. CW Gui nee- Bissau. ML Mali, MR Mauritania NE Niger. SN Scneeai! 
TD Tchad, TG Togo et tout autre Etat qui est un Etat mcmbrc de TOAPI et un Etat contractant du PCT (stunt autre forms 

de protection ou de traitement est souhaitee. le preciser sur la ligne pointillee) 

Brevet national (si une autre forme de protection oude traitement est souhaitee. le preciser sur la ligne pointillee) 

□ LS Lesotho 

CD ET Lituanie 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
® 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL Albanie . 

AM Armente 

AT Autrichc 

AU Australie 

AZ Azerbaidjan 

BA Bosnie-Herzegovinc 

BB Barbade 

BG Bulgaric 

BR Bresil 

BY Belarus 

CA Canada 

CH et LI Suisse et Liechtenstein 

CN Chine 

CU Cuba 

CZ Republique tcheque 

DE Allemagne 

DK Danemark 

EE Estonie 

ES Espagnc 

FI Finlande . . . . 

GB Royaume-Uni 

GD Grenade 

GE Giorgie 

GH Ghana . 

GM Gambic 

HR Croatic 

HU Hongrie 

ID Indonesie 

IL Israel 

IN Inde 

IS Islande 

JP Japon 

KE Kenya 

KG Kirghizistan 

KP Republique populaire ddmocratique de Core"c 

KR Republique dc Corce 

KZ Kazakhstan 

LC Sainte-Lucie 

LK Sri Lanka 

LR Liberia * 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 

□ 
□ 
.□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LU Luxembourg 

LV Lettonie 

MD Republique de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-Republique yougoslave de Macedoine 

MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mcxique 

NO Norvcge 

NZ Nouvelle-Zelande 

PL Pologne ' 

PT Portugal 

RO Roumanic 

RU Federation dc Russie 

SD Soudan 
SE Suede 
SG Singapour 

SI Slovenic 

SK Slovaquie 

SL Sierra Leone 

TJ Tadjikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turquie 

TT Triniie-et-Tobago 

UA Ukraine 

UG Ouganda 

US Elais-Unis d'Amerique 



UZ 
VN 
YU 



Ouzbekistan 
Viet Nam . . 
Yougoslavie 



ZW Zimbabwe 



Cases reservces pour la designation (aux fins d'un brevet national) 
d'Etats qui sont devenus parties au PCT aprcs la publication de la 
presentc feuille : - 



□ AE EMirats Arabes Unis 

□ ZA Afrique du Sud 



Declaration concernant les designations de precaution : outre les designations faites ci-d ess us, le deposant fail aussi conformement a la 
regie 4.9.b) toutcs les designations qui scraient autorisies en vertu du PCT, a I'exception de toute designation indiquec dans le cadre 
Suppiementaire comme eunt excluc dc la portec de cene declaration. Lc de>osant declare que ces designations additionnelles sont faites 
sous reserve dc confirmation et que toute designation qui n>st pas confirrnecavantr expiration d undelaidc 15 mois a compter dc la date dc 
prionte doit eVe consider commc retire par lc deposant a I 'expiration dc ce delai. (Pour conftrmer une designation il /out deposer une 
declaration contenant la designation en question et payer les taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parventr a I office 
recepteur dans le delai de 15 mois.) r ** 



Formulaire PCTYRO/101 (deuxicmc feuille) (janvier 1999) 



Voir tes notes relatives au formulaire de requete 



Cadre iT VI 



REVINDICATION D 



Feuille n° ... 4 



RITE 



□ 



D^^^V re vend i cat ions de priorite sont 
indiquees dans le cadre supplementaire. 



Date de depot 
de la demande anterieure 
(jour/mois/annee) 


Numero 
de la demande anterieure 


Lorsque la demande anterieure est une : 


demande nationale : 
pays 


demande regionale :* 
office regional 


demande intemationaie : 
office recepteur 


(1) 

14 AVRIL 1998 
(14/04/98) 


98 04638 


FRANCE 






(2) 










i 











□ 



I. "office recepteur est prie de preparer et de Iransmettre au Bureau international une copie certifiee con forme de la ou des demandes 
anterieures (settlement si la demande anterieure a ete deposee aupres de I 'office qui. aux fins de 

la presente demande intemationaie. est Voffice recepteur) indiquees ci-dessus au(x) poinl(s) : 



* Si la demande anterieure est une demande ARIPO. il est obtigatoire d'indiquer dans le cadre supplementaire au moins un pays partie a la Convention 
de Paris pour fa protection de la propriete industrielfe pour fequef cette demande anterieure a ete deposee (regie 4. 1 0. h)u)}. t oir le cadre supplementaire. 



Cadre n" VI! ADMINISTRATION CHARCEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de radministration chargee de la recherche 
Internationale (ISA) (si plusieurs administrations 
char gees de la recherche inter nationale sont competentes 
pour proceder a la recherche international, indiquer 
I 'administration choisie: le code a deux le tires peut etre 
utilise) 

ISA / EP 



Demande d'utilisation des resultats d'une recherche anterieure; mention de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par radministration 
chargee de la recherche Internationale ou demandee d cette derniereJ : 

Date (jour/mois/annee) Numero Pavs (ou office regional/ 

18 DECEMBRE 1998 FA 557253 * OEB 



Cadre n" VII! BORDEREAU; LANCUE DE DEPOT 



I. a presente demande intemationaie coniient 
le nombre de feuilles sutvant : 



re q u ete 

description (sauf panic reservce 
au listauc des sequences) 

revindications 

abreue 

dessins 

partie de la description reser\ ec 
au listage des sequences 

Nombre total de feuilles 



4 
27 

4 
1 
4 



40 



Le ou les elements coches ci-apres sont joints a la presente demande intemationaie 

I. □ fcuille de calcul des taxes 

2.0 pouvoir distinct signe 

3. Q copie du pouvoir general; numero de reference, le cas echeant : 

4. □ explication de fabsence d'une signature 

5. d] document(s) de priorite indiquc(s) dans le cadre n° VI au(\) point(s) : 

6. □ traduction de la demande intemationaie en {langue) : 

7. Q indications separecs concernanl des micro-organ ismes ou autre materiel 

biologique deposes 

X. □ listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines sous forme 
dechiffrable par ordinateur 

9. KJ autrcs elements ^/wc/jer;Gopie du Rapport de Recherche 



Figure des dessins qui 
doit aecompagner l abrege : 
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Demande Internationale no 
PCT/FR99/00874 



II est notifie au deposant que le Bureau international a recu I'exemplaire original de la demande Internationale precisee 
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Nom(s) du ou des deposants et de I'Etat ou des Etats pour lesquels ils sont deposants: 
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Le deposant doit soigneusement verifier les indications figurant dans la presente notification En cas de Avwnce entre ces 
indications et cedes que contient la demande Internationale, il doit aviser immediatement le Bureau international. 
En outre. I'attention du deposant est appelee sur les renseignements donnes dans I'annexe en ce qui concerne 
les delais dans lesquels doit etre abordee la phase nationale 
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| | les exigences relatives aux documents de priorite. 

Une copie de la presente notification est envoyee a I'office recepteur et a ('administration chargee de la recherche Internationale. 





Fonctionnaire autorise /T*\ 


Bureau international de I'OMPI 


Philippe B6camel hw£ 


34, chemin des Colombettes 


1211 Geneve 20, Suisse 




n'de telecopeur (4V22) 740.14.35 


n*de telephone (41-22) 338.83.38 ' 


Formulaire PCT/IB/301 (juillet 1998) 


002607071 



ANNEXE DU 



ULA1RE PCTYIB/301 
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RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LES DELAIS DANS LESQUELS DOIT ETRE ABORDEE 

LA PHASE NATIONALE 

II est rappele au deposant qu'il doit aborder la "phase Rationale" aupres de chacun des offices designes indiques sur.la 
notification de la reception de I'exemplaire original (formulaire PCT/iB/301) en payant les taxes nat.onales et en remettant les 
traductions, telles qu'elles sont prescrites par les legislations nationales. 

Le delai d'accomplissement de ces actes de procedure est de 20 MOIS a compter dela date de priorite ou. pour les EUrte 
designes qui ont ete elus par le deposant dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une elect.on ulteneure, 
2e M MO?S a compter de la date de priorite. a condition que cette electionait M effectuee avant 

compter de la date de priorite. Certains offices designes (ou elus) ont fixe des dela.s qui exp.rent au-dela de 20 ou 30 mois a 
compter de la date de priorite. D'autres offices accordent une prolongation des delais ou un delai de grace, dans certains cas 
moyennant le paiement d'une taxe supplemental. 

En plus de ces actes de procedure, le deposant devra dans certains cas satisfaire a d'autres exigences f> attic ^ s 
applicables dans certains offices. H appartient au deposant de veiller a remplir en temps voulu les TOnd,t, ° ns /« q t u ' s .f^P ou n r o(jr 
rouverture de la phase nationals La majorite des offices designes n'envoient pas de rappel a I'approche de la date l.mite pour 
aborder ta phase nationale. 

Des informations detaillees concernant les actes de procedure a accomplir pour aborder la phase na *™^"%****. oute!1 
chaque office designe. les delate applicables et la possibility d'obtenir une prolongate des dela.s ou un dela. de gn^Mte 
autr« conditions applicables figurent dans le volume II du Guide du deposant du PCX Les exigences «n<*™nt to depotd une 
demande d'examen preliminaire international sont exposees dans le chaprtre IX du volume I du Gu.de du deposant du PCT. 

GRet ES sont devenues liees par le chapitre II du PCT le 7 septembre 1996 et le 6 septembre 1997. respectivement. et 
peuvent done etre efues dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une elect.on ulteneure presentee le 7 
septembre ^996 (ou a une date posterieure) ou le 6 septembre 1997 (ou a une date posterieure). respect.vement quelle que sort 
la date de depot de la demande internationale (voir le second paragraphe, c-dessus). 

Veuillez noter que seul un deposant qui est ressbrtissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a 
son domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

CONFIRMATION DES DESIGNATIONS FAITES PAR MESURE DE PRECAUTION 

Seules les designations expresses faites dans la requete conformement a la regie 4.9.a) figurent dans la pr6sente 
notifSon. He* verifier si ces designations ont ete faites correctement Des 7< u - 

etre corrigees lorsque des designations ont ete faites par mesure de precaution en vertu de la regie 4.9.b). joute dWHjnati on 
a nsiTaite peut etre confirmee conformement aux dispositions de la regie 4.9.c) avant I'expiration d'un dela. de 15 mo.s a 
compter de la date de priorite. En I'absence de confirmation, une designation faite par mesure «e Precaution sera e 
comme retiree par le deposant I. ne sera adresse aucun rappel ni invitation^ P°"7°" f '™ er 

declaration precisant I'Etat designe concerne (avec ('indication de la forme de protection ou de trartement souhartee) et payer les 
taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I'office recepteur dans le dela. de 15 mo.s. 
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Lorsque la priorite d'une demande nationale. regionale ou internationale anterieure est revendiquee. le d f P 0 «"*^ 
presenter une copie de cette demande anterieure. certifiee conforme par I'administration aupres de "aquelle elle 
?• document de priorite"). a ('office recepteur (qui la transmettra au Bureau international) J^TSuSST 
avant ('expiration d'un delai de 16 mois i compter de la date de priorite. etant entendu que tout to™™***!™™***""™, 
presents au Bureau international avant la date de publication de la demande internationale. auquel cas ce document sera repute 
avoir et6 recu par le Bureau international le dernier jour du dela. de 16 mo.s (regie 17.1.a)). 

Lorsque le document de priorite est delivrS par I'office recepteur. le deposant peut au lieu depresenter ce document 
demander a I'office recepteur de le preparer et de le transmettre au Bureau international. La requete a cet ^effet dort etre 
formulee avant I'expiration du delai de 16 mois et peut etre soumise au paiement d une taxe (regie l /.i.djj. 

Si le document de priorite en question n'est pas fourni au Bureau international, ou si la demande *dre«6e a '"^|!^ CepteU ^ 
de preparer et de transmettre le document de priorite n'a pas ete faite (et la taxe correspondante acqurttee. le . cas 6cheant) 
avant I'expiration du delai applicable mentionn6 aux paragraphes precedents, tout Etat designe peut ne pas ten.r compte 
Se la Vevend^tion de priori; toutefois. aucun office designe ne peut decider de ne pas ten.r w^"*™^™^ 
priorite avant d'avoir donne au deposant la possibility de remettre le document de pr.or.te dans un dela. ra.sonnable en I espfice. 

Lorsque plusieurs priorites sont revendiquees, la date de priorite a prendre en consideration aux fins du calcul du delai de 
16 mois est la date du depfit de la demande la plus ancienne dont la prtorite est revendiquee. 
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qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de pnorrte avant d avoir donne 
au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un d6lai raisonnable en I'espece. 
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International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 
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14/04/1999 


14/04/1998 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
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Applicant 
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1. 


This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority and is 
transmitted to the applicant according to Article 36. 


2. 


This REPORT consists of a total of 5 sheets including this title page. 

13 This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or containing rectifications made before this Authority (see Rule 70.16 and 
Instruction 607 of Administrative Instructions of the PCT). 

These annexes consist of a total of 4 sheets. 


3. 


This report contains indications relating to the following items: 




I 




Basis of the report 




II 


□ 


Priority 




III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 




IV 


□ 


Lack of unity of invention 




V 




Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 




VI 


□ 


Certain documents cited 




VII 


□ 


Certain defects in the international application 




VIII 


El 


Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 
02/11/1999 


Date of completion of this report 
07.07.2000 


Name and mailing address of the IPEA/ 

Wfl European Patent Office 

r =^— D-80298 Munich 

Tel. (+ 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d - 
Fax: (+ 49-89) 2399-4465 


Authorized officer: z^ 5 ^^ 
Buchet, A 

Telephone No. +49 89 2399 7401 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT International application No. PCT/FR99/00874 



I. Basis of the report 

1. This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments.): 

Description, pages: 

1 -27 as originally filed 

Claims, No.: 

.1-21 ^ - received with the fax ^ - 09/06/2000 - . ^ . > ^ - 

Drawings, sheets: 

1 /4-4V4 as originally filed 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

3. □ The present report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since 

they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated as follows (Rule 
70.2(c)): 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 



Novelty 


Yes: 


Claims 


1-21 




No: 


Claims 




Inventive Step 


Yes: 


Claims 


1-21 




No: 


Claims 




Industrial Applicability 


Yes: 


Claims 


1-21 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VIII. Certain observations in the international application 



The following observations on the clarity of the claims, descriptions, and drawings or on the question whether 
the claims are fully supported by the description, are made: 

see separate sheet 
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With regard to point V 

Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, 
inventive step or industrial applicability; citations and explanations 
supporting such statement 

Reference is made to the following documents: 

D1: EP0 293 207 
D2: US 5,416,008 
D3: Gene 



- D1 presents a bacterial system for intensive production of tryptophan: it is 
a strain of Escherichia coli which lacks the TrpR repressor and the 
tryptophan-degrading enzyme TnaA, and which carries the tryptophan 
biosynthesis genes on a plasmid capable of overproducing these enzymes 
in response to entering into the stationary phase. 

The production and selection of a strain of E. coli having an inactivated 
tnaA gene is described in column 5, I 48 to 58. However, in this case, it is 
an inactivation by chemical mutagenesis which is carried out directly on the 
chromosome, and the aim of which is to protect tryptophan as a product of 
interest and not as a corepressor. 

- D2 proposes using cross-regulation between two interactive operons to 
strictly control the overproduction of a protein of interest in E. coli. The first 
construct carries a promoter which is repressed by an R1 repressor, and 
which governs the transcription of the gene encoding the protein to be 
overproduced, as well as that of a gene encoding an R2 repressor. This 
promoter is, for example, <he tryptophan operon promoter of E. coli which 
is repressed by the TrpR repressor (column 4, I 41 to 45). The 2nd 
construct carries the R1 repressor gene under the control of a promoter 
which is repressed by R2. These constructs can be as plasmids or 
integrated into the chromosome. 



Vol. 46, 1986, pp 103-112 



- D3 uses the tryptophan operon promoter of E. coli to overproduce human 
p-interferon. In order to avoid, at the start of growth, "leaking" of this protein 

Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 1) (EPO-April 1997) 
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which is toxic for the cell, the repression before induction is improved by 
transforming the recombinant cell with a plasmid carrying the TrpR 
repressor gene under the control of a weak constitutive promoter. The 
amount of repressor in the cell is thus increased, and the phenomenon of 
negative self-regulation is simultaneously ruled out. 

- D2 and D3 propose to resolve the same technical problem as the present 
invention, namely, a very strict repression of the overproduction system 
before induction, which is particularly crucial when using an expression 
vector at high copy number, and for overproducing toxic proteins. However, 
they use different solutions, and give no indication which makes it possible 
to result in the present invention, i.e. in the use of the tryptophan operon 
promoter of E. coli coupled with the inactivation of the TnaA protein which 
is responsible for degrading the tryptophan corepressor. 

- As a result of this, claims 1 to 21 appear to be novel and inventive, 
satisfying the conditions set out in Articles 33.2 PCT and 33.3 PCT, 
respectively. 

With regard to point VIM 

Observations relating to the international application 

In order to rule out any ambiguity concerning the unitary appearance of the 
present invention, it is recommended to make reference in the method 
claim 1 to the construct which is the subject-matter of the independent 
claim 10. 
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* AC 1 ION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT7FR99/00874 


International filing date {day/month/year) 
14 April 1999(14.04.99) 


Priority date {day/month/year) 

14 April 1998 (14.04.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/71 


Applicant 


PIERRE FABRE MEDICAMENT 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



^7] This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
^ been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


LXJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

02 November 1999 (02. 1 1 .99) 


Date of completion of this report 

07 July 2000 (07.07.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

| | the international application as originally filed. 

^ the description, pages N27 f ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of , 

pages , filed with the letter of . 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-21 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



09 June 2000 (09.06.2000) 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/4-4/4 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 ("I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-21 



1-21 



1-21 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 



Dl: EP 0 293 207 
D2: US 5 416 008 

D3: Gene vol. 46, 1986, pages 103-112 



- Dl presents a bacterial system enabling intensive 
production of tryptophan. It is a strain of Escherichia 
coli deprived of the TrpR repressor and the degradative 
enzyme of TnaA tryptophan, bearing the biosynthesis genes 
of tryptophan on a plasmid capable of overproducing said 
enzymes in response to entering the stationary phase. 
Achieving and selecting a strain of E. coli having an 
inactivated TnaA gene is described in column 5, lines 48- 
58. However, this case deals with inactivation via 
chemical mutagenesis carried out directly on the 
chromosome with the aim of protecting the tryptophan as a 
substance of interest rather than as a co-repressor . 

- D2 proposes using cross-regulation of interacting 
operons to strictly control the overproduction of a 
protein of interest in E. coli. The first construct has a 
promoter, repressed by an Rl repressor, regulating the 
transcription of the gene coding the protein to be 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) ~ 
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overproduced as well as the protein of a gene coding an R2 
repressor. Said promoter is, for example, that of the 
tryptophan operon of E. coli repressed by the TrpR 
repressor (column 4, lines 41-54) . The second 
construction includes the Rl repressor gene under the 
control of a promoter repressed by R2 . Said constructs 
can be plasmatic or integrated into the chromosome. 

- D3 uses the tryptophan operon promoter of E. coli for 
overproducing the human interferon p. In order to prevent 
said protein, which is toxic for the cell, from "escaping" 
during the beginning of growth, repression before 
induction is improved by transforming the recombinant cell 
into a plasmid including the TrpR repressor gene under the 
control of a weak constituent promoter. The amount of 
repressor in the cell thus increases while the phenomenon 
of negative autoregulat ion simultaneously diminishes. 

- D2 and D3 attempt to solve the same technical problem as 
the present invention, namely that of strictly repressing 
the overproduction system before induction, which is 
particularly crucial in the case of using an expression 
vector with a high number of copies for overproducing 
toxic proteins. However, said documents use different 
solutions and do not give any indication leading to the 
present invention, namely, using the tryptophan operon 
promoter of E. coli coupled with the inactivation of the 
TnaA protein responsible for degrading the tryptophan co- 
repressor . 

- For this reason, since claims 1 through 21 appear to be 
novel and inventive, they meet the requirements of PCT 
Article 33(2) and (3), respectively. 
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invention, it is suggested that the construct that is the 
subject matter of independent claim 10 be referred to in 
method claim 1. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



TRAITE DfcCOOPERATION EN MATI ERE DE BREVETS 

PCT t' D 1 \ JUL 2G00 



r::~^ pct 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE4NT bRNA I IUNAL" 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



2 



7 



Reference du dossier du d^posant ou du 
mandatai re 

339790/17469 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international {formulaire PCT/lPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR99/00874 


Date du depot international (jour/mbis/annee) 
14/04/1999 


Date de priority (jour/moi$/ann6e) 
14/04/1998 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N15/71 


Deposant 

PIERRE FABRE MEDICAMENT et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S || est accompagne d'ANNEXES, e'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fattes aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 4 feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


IS 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

02/11/1999 


Date d'achevement du present rapport 
07.07.2000 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 

0Jttf D " 80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise ^^s^^n^ 
Buchet, A (l ^ % 

N l) de telephone +49 89 2399 7401 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 




RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/00874 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'articie 14 sont considerees, dans te present 
rapport, comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-27 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -21 re9ue(s) avec telecopie du 09/06/2000 
Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de Pexpose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



Formutaire PCT/IPEA/409 (cadres I- VIII. feuille 1)(janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR99/00874 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-21 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-21 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-21 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuiile separee 



VIII. Observations relatives a la demande international 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuiile separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: EP 0 293 207 
D2: US 5,416,008 
D3: Gene 

Vol. 46, 1986, pp 103-112 

- D1 presente un systeme bacterien permettant une production intensive du 
tryptophane: il s'agit d'une souche d' Escherichia coli depourvue du represseur TrpR et 
de I'enzyme degradative du tryptophane TnaA, portant les genes de biosynthese du 
tryptophane sur un plasmide capable de surproduire ces enzymes en reponse a 
I'entree en phase stationnaire. 

L'obtention et la selection d'une souche d'E coli presentant un gene tnaA inactive est 
decrit colonne 5, I 48-58. Cependant, dans ce cas, il s'agit d'une inactivation par 
mutagenese chimique effectuee directement sur le chromosome et qui a pour but de 
proteger le tryptophane en tant que produit d'interet et non en tant que corepresseur. 

- D2 propose d'utiliser une regulation croisee entre deux operons interactifs pour 
controler strictement la surproduction d'un proteine d'interet chez E. coli. La premiere 
construction porte un promoteur, reprime par un represseur R1, gouvernant la 
transcription du gene codant la proteine a surproduire ainsi que celle d'un gene codant 
un represseur R2. Ce promoteur est par exemple celui de I'operon tryptophane d'E. coli 
reprime par le represseur TrpR (colonne 4, I 41-54). La 2eme construction porte le 
gene du represseur R1 sous le controle d'un promoteur reprime par R2. Ces 
constructions peuvent etre plasmidiques ou integrees dans le chromosome. 

- D3 utilise le promoteur de I'operon tryptophane d'E coli pour surproduire I'interferon 
humain p. Afin d'eviter en debut de croissance des "fuites" de cette proteine toxique 
pour la cellule, la repression avant induction est amelioree en transformant la cellule 
recombinante par un plasmide portant le gene du represseur TrpR sous le controle 
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d'un promoteur constitutif faible. La quantite cle represseur clans la cellule se trouve 
ainsi augmentee et le phenomene d'autoregulation negative simultanement ecarte. 

- D2 et D3 se proposent de resoudre le meme probleme technique que la presente 
invention, a savoir une repression tres stricte du systeme de surproduction avant 
induction, particulierement cruciale dans le cas de I'utilisation d'un vecteur d'expression 
a haut nombre de copies et pour la surproduction de proteines toxiques. Cependant, ils 
utilisent des solutions differentes et ne donnent aucune indication permettant d'aboutir 
a la presente invention, c'est a dire a I'utilisation du promoteur de I'operon tryptophane 
d'E. coli couplee a I'inactivation de la proteine TnaA responsable de la degradation du 
corepresseur tryptophane. 

- II en resulte que les revendications 1 a 21 apparaissent comme etant nouvelles et 
inventives, satisfaisant aux conditions enoncees aux Articles 33.2 PCT et 33.3 PCT, 
respectivement. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 

Pour ecarter toute ambiguTte concernant I'aspect unitaire de la presente invention, il est 
recommande de faire reference dans la revendication de procede 1 a la construction 
faisant I'objet de la revendication independante 10. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de production d'une proteine recornbinante d'interet dont le gene 
est place sous le controle du promoteur de Toperon tryptophane Ptrp caracterise en ce 
5 qu f il cbmprend les etapes suivantes : 

a) la transformation d'une cellule procaryote par un vecteur contenant une sequence 
nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque 
ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule hote, et Integration de 
ladite sequence Hans 1'ADN de ladite cellule hote ; et precedemment, posterieurement 

10 ou simultanement, ^introduction dans ladite cellule procaryote de tout, ou une partie, 

de la sequence d*un promoteur suivie en 3 1 d'une sequence nucleique codant pour une 
molecule de nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le 
promoteur Ptxp ou son produit de transcription ; 

b) la transformation de ladite cellule procaryote par un vecteur contenant un gene 
15 codant pour ladite proteine recornbinante d'interet ; 

c) la culture de ladite cellule transformee dans un milieu de culture permettant 
r expression de la proteine recornbinante ; et 

d) la recuperation de la proteine recornbinante a partir. du milieu de culture ou ladite 
cellule transformee. 

20 2. Precede de production d*une proteine recornbinante d'interet selon la 

revendication 1, dans lequel la sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant 
pour une tryptophanase TnaA est introduite dans l'ADN de la cellule hote procaryote 
selon la methode d'integration chromosomique decrite dans Texemple 1 ou 2. 

3. Precede de production d*une proteine recornbinante d'interet selon la 
25 revendication 1 ou 2, dans lequel ladite sequence nucleique introduite dans ladite cellule 

hote est introduite sans autre element d'ADN qui permettrait d*y associer un avantage 
selectif 

4. Precede de production d ! une proteine recornbinante d'interet selon l*une 
des revendications 1 a 3, dans lequel ladite sequence nucleique introduite dans ladite 

30 cellule hote est introduite au locus de Toperon tryptophanase. 




FEUILLE MODIFI E 



29 



FR 009900874 



5. Procede de production d'une proteine recombinante d'interet selon l*une 
des revendications 1 a 4, caracterise en ce que ledit procede comprend en outre entre 
Tetape a) et b), une etape de resolution et de criblage. 

6. Procede de production d'une proteine recombinante d'interet selon Tune 
des revendications 1 a 5, dans lequel Tinduction dudit promoteur suivi en 3* d'une 
sequence nucleique codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou proteine 
agissant negativement sur le promoteur Ptrp ou son produit de transcription est obtenue 
par tout moyen permettant d'exercer un effet inhibiteur ou activateur sur ledit 
promoteur. 

7. Procede de production selon la revendication 6, dans lequel Tinduction 
dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique codant pour une molecule de 
nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp ou 
son produit de transcription est obtenue soit : 

a) par le choix d*une source de carbone appropriee dans le milieu de culture ; soit 

b) par l'ajout de tryptophane dans le milieu de culture ; ou 

c) par une combinaison de a) et b). 

8 Procede selon l\ine des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
cellule bote procaryote est une bacterie Gram negative. 

9. Procede selon rune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que la 
cellule hote procaryote est E. Coli. 

10. Construction premiere utUisee pour transformer une cellule hote 
procaryote susceptible d'etre transformee par une deuxieme construction pour 
Texpression d*un gene codant pour une proteine recombinante d'interet place sous le 
controle du promoteur de Toperon tryptophane Ptrp dans une cellule hote procaryote, 
caracterisee en ce que la construction premiere comprend une sequence nucleique 
capable d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence 
nucleique est introduite dans ladite cellule hote. 

11. Construction premiere selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre en amont de ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene 
codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite 
dans ladite cellule hote, tout ou partie de la sequence nucleique du promoteur Ptna de 
l'operon tryptophanase. ~~ 
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12. Construction premiere selon la revendication 10 ou 11, caracterisee en ce 
que ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase 
TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule hote comprend 
un fragment mute de la sequence codante de ladite tryptophanase TnaA. 
5 13. Construction premiere selon la revendication 12, caracterisee en ce que 

ledit fragment mute est obtenu par rinsertion &un codon stop a une position telle que la 
sequence du fragment mute ainsi obtenu code pour un fragment proteique depourvu 
d'activite tryptophanase. 

14. Construction premiere selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce 
10 que ledit fragment mute est un fragment mute de la sequence codante de la 

tryptophanase TnaA de ladite cellule h6te. 

15. Construction premiere selon la revendication 10, caracterisee en ce que 
ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase 
TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule hote est la 

15 sequence nucleique comprenant tout ou partie de la sequence dHin promoteur suivie en 
3 1 d'une sequence nucleique codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou 
proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp ou son produit de transcription. 

16. Construction premiere selon la revendication 15, caracterisee en ce que 
ledit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique codant pour une molecule de 

20 nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp est 
tout, ou une partie permettant une activite promotrice, du promoteur Ptna de l'operon 
tryptophanase. 

17. Construction premiere selon la revendication 16, caracterisee en ce que 
ladite sequence nucleique codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou 

25 proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp est la sequence codant pour 
Taporepresseur TrpR de l'operon tryptophane ou un de ses fragments biologiquement 
actifs. 

18. Vecteur contenant une construction premiere selon Tune des 
revendi cations 10 a 17. 

30 19. Vecteur selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il s'agit du vecteur 

pMAK705 [tnaAt] tel que defini dans Texemple 1 ou du vecteur pMAK705 [Ptna : 
trpR : 3'tna] tel que defini dansTexemple 2. 
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20. Cellule hote procaryote transformee par un vecteur selon I'une des 
revendications 18 a 19. 

21. Cellule hote procaryote selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il 
s ! agit d'R coli. 

5 
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a) 
b) 



5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC - 3' ( SBQ ID NO. 1 ) 
5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AGCACAACGC 
GCCUGUCACC GGAUGUGUUU UCCGGUCUGA UGAGUCCGUG 
AGGACGAAAC AGG - 3' ( SEQ ID NO - 2 > 

5' - AUUCAGUACG AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU 
UUUACGUGAA CUU - 3' (SEQ ID NO. 3) 



c) 



d) 5' - AUUCAGUACG AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU 
UUUACGUGAA CUUAGCACAA CGCGCCUGUC ACCGGAUGUG 
UUUUCCGGUC UG AUGAGUCC GUGAGGACGA AACAGG - 3' ( S BQ ID NO. 4 ) 

e) 5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AUUCAGUACG 
AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU UUUACGUGAA CUU - 3' (SBQ ID NO. 5) 

f) 5* - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AUUCAGUACG 
AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU UUUACGUGAA 
CUUAGCACAA CGCGCCUGUC ACCGGAUGUG UUUUCCGGUC 
UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACAGG - 3' (SEQ ID NO. 6 ) 

g) 5' - CUUCGCGUCC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACGGCUUCC - 3' (SEQ ID NO. 7) 

h) 5' - CUUCGCGUCC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACGGCUUCC 
AGCACAACGC GCCUGUCACC GGAUGUGUUU UCCGGUCUGA 
UGAGUCCGUG AGGACGAAAC AGG- 3\ (SEQ ID NO. 8) 

Another aspect of the invention relates to a 
5 vector containing a construct according to the 
invention. 

Preferably, the vector according to the 
invention is characterized in that it is the vector 
pMAK705 [tnaAt] or the vector 

10 pMAK705 [Ptna: : trpR: :3' tna] . 
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The invention also relates to a prokaryotic 
host cell, preferably a bacterium of the E. coli 
species, transformed with a vector according to the 
invention . 

In another aspect, a subject of the invention 
is a method for producing recombinant protein in a host 
cell using a construct according to the invention. 

A subject of the invention is also a method for 
producing a recombinant protein of interest according 
to the invention, in which said construct is introduced 
into the DNA of the prokaryotic host cell. 
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Table 1: Nature of the mutations carried by ICONE 100 
and ICONE 200 



Mutant name 


Nature of element (b) 


ICONE 100 


Coding sequence of tnaA interrupted 
at position +221 by a stop codon and 
an Xbal restriction site 


ICONE 200 


Coding sequence of the trpR gene 
encoding the Ptrp aporepressor 



Example 1: Construction of the mutant ICONE 100 

A DNA fragment, marked tnaAT, is .amplified by 
PCR. It stretches from position -275 to position +1054 
with respect to the first nucleotide of the coding 
sequence of tnaA. This fragment, which overlaps Ptna 
promoter and tnaA, is amplified by two-part PCR 
reaction. Part I stretches from position -275 to 
position +220. It is amplified with the aid of the 
oligonucleotides Trp5 (sense) and Trp2 (antisense) , the 
sequence of which is: 

Trp5 : 5' - CG GG ATCC GTGTGACC'IXI A A AATGGTT - 3' 

(SEQ ID NO. 9) 

BamHI 

Trp2 : 3' - CTACGCGCCGCTGCITCGGA'n AGATCT CG - 5' 

(antisense) stop Xbal (SEQ ID NO. 10) 

Part II is located in the coding sequence of 
tnaA, immediately 3' of part I. It stretches from 
position +221 to position +1054. It is amplified with 
the aid of the oligonucleotides Trp3 and Trp4 : 

Trp3 : 5 1 - CGTCTAGACAGCGGCAGTCGTAGCTAC - 3' 

Xbal (SB3IDNO.ll) 

Trp4 : 3' - CCTTCTCT A ACCGC A AC AG TTCG A A CG - 5' 

(antisense) Hindi I I 

(SEQ ID NO. 12) 
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The presence of tnaA-inactivating mutation is 
confirmed in two different ways: firstly, a PCR 
amplification with the aid of the oligonucleotides Trp5 
and Trp4, followed by a digestion with Xbal shows that 
5 the restriction site, which is absent in E. coll RV308, 
is present in the tnaA gene of the mutants; next, by 
culturing the mutants in a tryptophan-rich medium, 
followed by the indole test (adding the Kovacs reagent 
to the culture medium) , it is shown that the mutants 

10 have not generated indole, whereas the strain RV308 of 
origin produces indole under the same conditions. It is 
deduced therefrom that the mutation introduced leads to 
a loss of tryptophanase activity. 

One clone is selected for the purpose of 

15 conservation in frozen form. It is named ICONE 100. 

Example 2: Construction of the mutant ICONE 200 

A DNA fragment is constructed in vitro by PCR 
amplification of three subunits. 
20 The first subunit located in the Ptna promoter 

stretches from position -511 to position +3 with 
respect to the first nucleotide of the coding sequence 
of tnaA. It is amplified using the oligonucleotides 
TrpRl (biotinylated in the 5' position) and TrpR2 : 

25 

TrpR 1 : 5' - CT GG ATC C CTGTC AG ATG CGCTTCGC - 3' 

(SEQ ID NO. 15) 

BamHI 

TrpR2 : 3' - CTTCCTAATAC ATTACCGGGTTG - 5' 

(antisense) (SEQ ID N0- 16) 

30 

The second subunit corresponds to the coding 
sequence of the trpR gene of E. coll. It is amplified 
using the oligonucleotides TrpR3 and TrpR4 
(biotinylated in the 5' position) : 

35 
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The so-called resolution phase consists in 
promoting the excision of the vector through a 
mechanism of recombination between repeated sequences 
present on the chromosome. Some clones isolated at 44 °C 
are cultured in LB liquid medium + 20 ng/ml CMP at 30 °C 
for three days, renewing the medium regularly. The 
suspensions are then diluted, plated out on LB agar 
medium + 20 |ig/ml CMP, and incubated at 30°C until 
separate colonies appear. Several tens of colonies are 
subcultured in duplicate on LB agar medium + 20 (ig/ml 
CMP at 30 °C and 44 °C. The colonies which do not develop 
at 44 °C are selected and . screened with a PCR reaction 
which indicates whether resolving the vector has 
conserved the stop codon and the Xbal site at the tna 
locus. The oligonucleotides used are Trp6 (sense) and 
Trp7 (antisense) , which are homologous to the desired 
mutation and to a portion of the tnaA terminator, 
respectively : 

Trp6 : 5' - CGACGAAGCCTAA TCTAGA - 3* 

stop Xbal (SBQ ID NO. 13) 

Trp7 : 3' - CCGATATTCCTACAATCGG - 5' 

, ^ • x ( SBQ ID NO. 14 ) 

(antisense) 

Out of eighteen screened clones, nine give an 
amplification fragment with the expected size 
indicating the presence of the stop codon followed by 
the Xbal site in the tnaA gene. The other nine clones 
do not give an amplification product, probably because 
the resolution step has restored on the chromosome the 
unmutated tnaA gene. Among the nine positive clones, 
four are sampled and subjected to a clearing out of the 
plasmid by successive subculturing in the absence of 
selection pressure. After culturing for a few days, 
clones are obtained which have again become sensitive 
to chloramphenicol . 
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TrpR3 : 5' - GTAATGGCCC AACAATCACC - 3 - 

start (SEQ ID N0 * 17 > 

TrpR4 ; 3' - CACAACGACTTTTCGCTAACT GACGTC AG - 5' 

(antisense) PstI 

(SEQ ID NO- 18) 

The third subunit corresponds to the sequence 
located immediately 3' of the coding sequence of tnaA. 
It contains the intergenic region of the tna operon and 
a portion of the tnaB gene encoding tryptophan 
permease. It is amplified using the oligonucleotides 
TrpR5 and TrpR6 : 

TrpR5 : 5' - CGCTGCAGTTA ATACTACAGAGTGG - 3' 

p stI (SEQ ID NO. 19) 

TrpR6 3' - CC AGCT A ATGAGGT A AG TTCG A A C - 5' 

(antisense) Hindi I I 

(SEQ ID NO. 20) 
The amplified fragments are purified according 

to the GeneClean method (BiolOl, Jolla, CA f USA) . 

The subunits I and II are fused in the 

following way. In two separate tubes, each subunit is 

incubated with 30 \xl of streptavidin-labeled beads 

(Dynabeads, DYNAL, Norway) . After 20 min at 37 °C and 

5 min at room temperature, the bound DNA is denatured 

with 50 pi of 0.15 M NaOH. The single-stranded DNAs 

recovered in each supernatant are mixed in equal parts 

and subjected to a hybridization reaction and an 

extension reaction in the presence of Taq polymerase 

(AmpliTaq Gold, CETUS, USA) according to five PCR 

cycles. The reaction product is amplified in a PCR 

reaction with the aid of the oligonucleotides TrpRl and 

TrpR4 . 

The GeneClean-purif ied amplification product is 
digested with BamHI and PstI. The fragment thus 
isolated is cloned into the vector pRIT28 to give 
pRIT28 [Ptna: : trpR] , and then sequenced. 

The subunit III is digested with the enzymes 
PstI and Hindlll, then cloned into pRIT28 to give 
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pRIT28 [3' tna] , and then the sequence is verified by DNA 

sequencing (ABI 373A, Perkin Elmer, USA) - 

The vector pRIT28 [Ptna : : trpR] is digested with 

the enzymes PstI and Hindlll, and then ligated in the 
5 presence of the subunit III, itself isolated from 

pRIT28 [3' tna] by Pstl/Hindlll double digestion. The 

resulting vector is named pRIT28 [Ptna : : trpR: : 3' tna] . 

The insert is transferred into pMAK705 after double 

digestion with the enzymes BamHI and Hindlll. The 
10 resulting plasmid is named pMAK705 [Ptna : : trpR: : 3' tna] . 

The integration of the Ptna : : trpR: : 3' tna fusion 

at the tna locus of E. coll RV308 is carried out under 

conditions similar to those described in Example 1. 

Briefly, the strain is transformed with the vector 
15 pMAK705 [Ptna: :trpR: : 3' tna] , and then subjected to the 

integration and resolution steps. 

The screening of the colonies at the end of 

resolution uses conditions which are slightly different 

to those in Example 1. The tna locus is amplified by 
20 PCR using the oligonucleotides TrpRll and TrpR7 : 

TrpR 1 1 : 5' - GGGCAGGTGAACTGCTGGCG - 3' < SB Q 10 N0 - 21 > 

TrpR7 : 3 # - GGTGCCGTTATAAGGGTCGGAC - 5 f (seq id no. 22) 

(antisense) 

25 TrpRll hybridizes with the Ptna sequence 

upstream (5') of TrpRl, and TrpR7 hybridizes with the 
tnaB sequence downstream (3') of TrpR6 . The 
amplification product has a different size depending on 
whether the gene placed downstream of Ptna is tnaA 

30 (situation encountered in RV308) or trpR (desired 
situation in the mutants) . A colony which possesses 
trpR at the tna locus is conserved and named ICONE 200. 
An analysis of -its chromosomal sequence shows that it 
possesses the trpR gene immediately downstream of the 

35 Ptna promoter. Culturing in the presence of tryptophan 
confirms the absence of indole formation, which is a 
logical consequence of the loss of the tnaA gene. 
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Example 5: Controlling the expression of a toxic 
protein 

This example describes the behavior of the 
strains RV308 and ICONE 200 in culture when they are 
transformed with a vector carrying, downstream of the 
tryptophan promoter, the gene of a toxic protein. By 
way of example, and so as to illustrate the invention, 
the gene of interest is the one encoding the poliovirus 
2B protein. It has been described that the 
overexpression of this protein modifies the membrane 
permeability in bacteria (Lama et al., 1992) and in 
eukaryotic cells (Aldabe et al . , 1996), which makes it 
a model of choice for studying the consequences of 
leaking of expression in E. coll. 

The gene encoding the 2B protein is amplified 
from the vector pET3.2B (Lama et al., 1992) by a PCR 
reaction with the aid of the following 
oligonucleotides : 



P02. 1 5 ' - GC GAATTC TGGCATCACCAATTACATAG - 3 1 

(SEQ ID NO. 23) 

(sense) EcoRI 
P02.2 1 5 • - GCAAGCTrAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCCTTGATGACATAA 

(antisense) HindHI < SE Q ID NO - 24 > 

GGTATC-3' 



The amplification product is then digested with 
the EcoRI and HindHI restriction enzymes, and then 
cloned into an expression vector which is derived from 
pBR322 and which carries the Ptrp tryptophan promoter. 
The resulting vector, named pVA-polio2B, carries a 
sequence encoding the 2B protein fused, at its C- 
terminal end, to a poly (His) tail, under the control of 
the Ptrp promoter. 

The vector pVA-polio2B is introduced into the 
E. coll RV308 and ICONE 200 bacteria by transformation. 
A recombinant clone of each construct is then cultured 
under conditions which are similar to those described 
in Example 4 . 
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NOUVELLES CONSTRUCTIONS TOUR ^EXPRESSION CONTROLEE OE 
PROTEINES RECOM UINANTES DANS DES CELLULES PROCARVOTES. 

L'invenlion comprcnd unc nouvcllc construction pour I'cxprcssion d'un gene 
codant pour une proteinc recombinantc d'intcrct place sous Ic controlc du promotcur-dc 
I'operon tryptophane Ptrp dans unc cellule hole procaryotc, caracterisee en ce que la 
construction comprend unc sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour 
une tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite 
. cellule hote, des vecteurs contenant ladite construction et les cellules hotes transformees 
par lesdits vecteurs. L'invention a egalement pour objet les procedes de production 
desdites proteines recombinantes utilisant ces nouvellcs constructions. 

La presente invention s'applique de maniere generate a la production de 
proteines ou de polypeptides recombinants par des methodes dites de 1'ADN 
recombinant. Plus particulierement, la presente invention concerne la production de 
proteines ou de polypeptides recombinants par des cellules botes transformees de type 
bacterien et dont I'expression est dirigee ou est sous le controle du promoteur / operateur 
Ptrp de I'operon tryptophane (Nichols & Yanofsky, 1983). 

Escherichia coli (EL coli) est Torganisme le plus courammcnt utilise et le mieux 
caracterise dans un but de production dc proteines recombinantes. DifFerents systemes 
d^xpression sont employes dans E. coli et, parmi eux, le promoteur Ptrp de Toperon 
tryptophane est considere comme Tun des plus forts (Yansura & Bass, 1997). 

Cependant, tous les genes recombinants ne sont pas exprimes avec la memc 
efficacite par E. coli. II a ete decrit et observe que 1'accumulation d'une proteinc 
recombinante produite lors de la culture de cellules hotes transformees pouvait 
rapidement conduire a une instabilite plasmidique, a unc diminution voire meme un 
arret de la croissance cellulaire et a une diminution du rendement global en produit 
recombinant. Dans ce cas, il est important de disposer d'un systcme d'exprcssion 
controlee et regulee permettant de diviser le procede dc production en deux phases, une 
premiere dite dc croissance cellulaire ou Tactivitc du promoteur est minimale, suivic 
d'une phase dite d'induction ou de * derepression privilegiant Texpression ct 
1'accumulation de la proteine recombinante. 
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Ptrp, le promoteur dc I'operon tryptophane d'/i" co/i, est adaptc a la production dc 
proteines recombinantes du fait de son caractcrc induclible. La repression au niveau de 
I'opcrateur de Ptrp est assurce par le produit du gene rcgulalcur /rpR lorsque ce produit, 
cgalcmcnt nomine aporepresscur trp, est lie au tryptophane (co-rcprcsseur). Uabscnce 
de tryptophane rend la proteine Trp R. incapable dc sc licr a Popcratcur, provoquant ainsi 
unc derepression dc I'operon tryptophane. Divers excmples d'expression de genes 
heterologues sous le controle de Ptrp montrent que la fuite d'expression y est trop 
importante pour permettre la production, dans des conditions satisfaisantes de proteines 
recombinantes, notamment celles qui sont toxiques pour la celJule (Yansura et Henner, 
1990). 

La proteine regulatrice TrpR est soumise a un mecanismc d'auto-regulation 
(Kelley & Yanofsky, 1982) et sa concentration tend vers une valeur moyenne de 120 
molecules par cellule d'E. co/i K-12 en presence d'un exces de tryptophane exogene 
(Gunsalus, Gunsalus Miguel & Gunsalus, 1986). Cette concentration, si elle est 
sufFisante pour reguler correctement l'activite de Tunique promoteur chromosomique 
Ptrp, peut s'averer limitante face a plusieurs dizaines de vecteurs contenant le meme 
promoteur. Quant au tryptophane, il peut aussi ctre un facteur limitant meme s'il est 
apporte en exces dans le milieu de culture. II existe en cfiet chez E. coli unc activitc 
tryptophanase codee par le gene /no A et capable de degrader le tryptophane en indole, 
le detournant ainsi de sa fonction regulatrice (Snell, 1975). De plus, la tryptophanase est 
inductible par le tryptophane, ce qui rend vaine toute tentative de compenser ce 
phenomene de degradation par une augmentation de l'apport en tryptophane. 

Differentes approches visant a controler au mieux la fuite d'expression ont etc 
envisagees et decrites. Cependant, certaines ont Tinconvenient d'etre seulemcnt 
applicables a l'echelle du laboratoire (Hasan & Szybalski, 1995 ; Sutcr-Crazzolara & 
Unsicker, 1995) ou de diminuer le rendement en produit recombinant (Stark, 1987). 

Par consequent, il existe aujourd'hui un grand besoin a developpcr un systcmc 
d'expression de proteines recombinantes d'interet controlee et utilisablc a grandc cchcllc 
et permettant en particulier de controler la fuite d'expression. Ceci est justement 1'objct 
de la presente invention. 

L'invention concerne de nouvelles constructions basees sur le systemc 
d'expression Ptrp qui lorsqu f elles sont introduites dans une cellule hote procaryote, de 
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preference de type bacterid), pcrmettcnt de red u ire I'cxpression residue! le de genes 
recombinants en debut de culture, ccs nouvcllcs constructions apportant un controle 
ameliorc dc la synlhcsc de proteines rccombinantcs. 

La prcscntc invention a pour objcl une construction pour I'cxpression d'un gene 
codant pour une proteinc recombinantc d'intcrct place sous le controle du pronioteur-de 
Toperon tryptophane Ptrp dans une cellule hole procaryotc, caracterisce cn ce que la 
construction comprend une sequence nucleiquc capable d'inactiver le gene codant pour 
une tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nuclcique est introduite dans ladite 
cellule hote. 

Par proteine recombinante d'interet, on entend designer toutes proteines, 
polypeptides ou peptides obtenus par recombinaison genetiquc, et susceptibles d'etre 
utilises dans des domaines tels que celui de la sante humaine ou animal, de la 
cosmetologie, de la nutrition humaine ou animale, de Tagro-industrie ou de l'industrie 
chimique. Parmi ces proteines d'interet on peut citer en particulier mais sans s'y limiter : 

- une cytokine et notamment une interleukine, un interferon, un facteur de 
necrose tissulaire et un facteur dc croissance et notamment hematopoTetique (G-CSF, 
GM-CSF), une hormone telle que Thormone dc croissance humaine ou Tinsuline, un 
neuropeptide, 

- un facteur ou cofacteur impliquc dans la coagulation ct notamment le facteur 
VIII, le facteur von Willebrand, Tantithrombine III, la proteine C, la thrombine et 
Phirudine, 

- une enzyme et notamment la trypsine, une ribonuclease et la p-galactosidase, 

- un inhibiteur d'enzyme telle que Pal anti-trypsine et les inhibiteurs de 
proteases virales, 

- une proteine capable dMnhibcr Tinitiation ou la progression de cancers, tels que 
les produits d'expression de genes suppresseurs de tumeurs, par exemplc le gene P53, 

- une proteine capable de stimuler une reponsc immunitaire ou un anticorps, telle 
que par exemple les proteines, ou leurs fragments actifs, dc la membrane externe dc 
bacteric Gram negatif, en particulier les proteines OmpA de Klebsiella ou la proteinc G 
du virus respiratoire syncytial humain, 
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- unc proteine capable d'inhiber une infection viralc on son dcvcloppement, par 
cxciuplc les epitopes antigeniqucs du virus cn cause on des variants alleres dc prolcincs 
viralcs susccptiblcs d'entrer cn competition avee les prolcincs viralcs natives, 

- unc proteine susceptible d'etre contcnuc dans une composition cosmclique telle 
que la substance P ou unc supcroxydc dismutase, 

- une proteine alimentairc, 

- une enzyme capable de diriger la synthesc de composes chimiques ou 
biologiques, ou capable de degrader certains composes chimiques toxiques, ou encore 

- toute proteine ayant une toxicite vis-a-vis du micro-organisme qui la produit, 
en particulier si ce micro-organisme est la bacterie E. coh\ comme par exemple, mais 
sans s'y limiter, la protease du virus VIH-1, la proteine ECP (ECP pour "Eosinophil 
Cationic Protein") ou les proteines 2B et 3B du poliovirus. 

Par sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une 
tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule 
hote, on entend designer une sequence nucleique capable de modifier ledit gene de telle 
sorte que cette modification entralne la perte de Pactivite tryptophanase de ladite cellule 
hote, le produit d'exprcssion dudit gene modifie etant incapable de degrader lc 
tryptophane en indole, le detournant ainsi de sa fonction regulatricc. Parmi lesdites 
sequences nucleiques capables d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase TnaA 
lorsqu'une desdites sequences nucleiques est introduite dans ladite cellule hote, on 
prefere une sequence nucleique codant pour une tryptophanase TnaA inactivee obtenuc 
par mutation telle que par substitution, insertion et/ou deletion d'au moins un nucleotide 
de la sequence nucleique codant pour une tryptophanase TnaA active. 

^invention comprend une construction selon ['invention, caractcrisee en ce que 
la cellule hote procaryote est une bacterie Gram negative, dc preference appartenant a 
Tespece E. coli. 

L'invention concernc egalement une construction selon ['invention, caractcrisee 
en ce qu'elle comprend en outre en amont de ladite sequence nucleique capable 
d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence 
nucleique est introduite dans ladite cellule hote, tout ou partie de la sequence nucleique 
du promoteur Ptna dc I'operon tryptophanase. 
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De preference, l'invention est relative a unc construction selon rinvenlion, 
caracterisec en ce que ladile sequence nucleique capable d'inacliver Ic gene codant pour 
unc tryptophanase TnaA lorsquc ladile sequence nucleique est introduitc dans ladile 
cellule hole comprend un fragment nunc dc la sequence codantc de ladile tryptophanase 
5 TnaA. 

De maniere preferee, rinvenlion est relative a unc construction scion rinvenlion, 
caracterisee en ce que ledit fragment mute est oblenu par ('insertion d'un codon stop a 
une position telle que la sequence du fragment mute ainsi obtenu code pour un fragment 
proteique depourvu d'activite tryptophanase. 
10 De maniere tout aussi preferee, l'invention est relative a une construction selon 

l'invention, caracterisec en ce que ledit fragment mute est un fragment mute dc la 
sequence codante de la tryptophanase TnaA de ladite cellule hote. 

Pour ce qui concerne la sequence nucleique codant pour la tryptophanase TnaA 
de E. col/, et a son promoteur Ptna, on se referera dans la presente description a la 
1 5 sequence publiee par Deeley ct Yanofsky ( 1 98 1 ). 

Pour ce qui concerne les sequences nucleiques codant pour le 
promoteur/operateur Ptrp de I'operon tryptophane, on se referera a la sequence publiee 
par Yanofsky et al. (1981). 

L'invention concerne egalement une construction selon l'invention, caracterisec 
20 en ce que ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une 
tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule 
hote comprend une sequence nucleique comprenant tout ou partie de la sequence d'un 
promoteur suivie en 3' d'une sequence nucleique codant pour une molecule de nature 
ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp. 
25 De preference, l'invention est relative a une construction selon l'invention, 

caracterisee en ce que ledit promoteur suivi en 3* d'une sequence nucleique codant pour 
une molecule de nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur Ic 
promoteur Ptrp est tout ou panic du promoteur Ptna de I'operon tryptophanase d'E. coll . 
De maniere egalement preferee, l'invention comprend unc construction selon 
M) l'invention, caracterisee en ce que ladile sequence nucleique codant pour une molecule 
de nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp, 
est la sequence codant pour Taporepresseur TrpR de I'operon tryptophane d'E. colt ou 
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un dc ses fragments biologiquement actil's telle que cellc decrile par Gunsalus el 
Yanol'sky (1980). 

On entend designer par unc sequence nuclciquc cornprcnant tout ou panie dc la 
sequence d'un promoteur, unc sequence nucleiquc coniprcnatu loutc la sequence d'un 
promoteur, ou un dc scs fragments biologiquement actifs. capable de diriger ou -de 
controler I'expression d'un gene qui lui est relic dc maniere fonclionnellc. 

On entendra designer dans la presentc description par fragment biologiquement 
actif d'un promoteur, touie sequence d'un fragment dudit promoteur, iequel fragment est 
capable de diriger ou de controler I'expression du gene silue en aval dudit fragment, 
ledit gene etant relie de maniere fonctionnelle audit fragment. 

On entendra designer dans la presentc description par fragment biologiquement 
actif de I'aporepresseur TrpR de l'operon tryptophane, tout fragment dudit 
aporepresseur ayant conserve son activite represseur. 

Par sequence nucleique codant pour une molecule de nature ribonucleotidique 
agissant negativement sur le promoteur Ptrp, on prefere les ribonucleotidiques choisis 
parmi les sequences suivantes : 

a) 5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC - 3' 

b) 5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AGCACAACGC 
GCCUGUCACC GGAUGUGUUU UCCGGUCUGA UGAGUCCGUG 
AGGACGAAAC AGG - 3' 

c) 5* - AUUCAGUACG AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU 
UUUACGUGAA CUU - 3' 

d) 5' - AUUCAGUACG AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU 
UUUACGUGAA CUUAGCACAA CGCGCCUGUC ACCGGAUGUG 
UUUUCCGGUC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACAGG - 3' 

e) 5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AUUCAGUACG 
AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU UUUACGUGAA CUU - 3' 

f) 5' - AUUCGCGUCU ACGGCUUCAU CGUGUUGCGC AUUCAGUACG 
AAAAUUGCUU UCAUAAUUCU AGAUACCCUU UUUACGUGAA 
CUUAGCACAA CGCGCCUGUC ACCGGAUGUG UUUUCCGGUC 
UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACAGG - 3* 

g) 5' - CUUCGCGUCC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACGGCUUCC - 3' 
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h) 5* - CUUCGCGUCC UGAUGAGUCC GUGAGGACGA AACGGCUUCC 
AGCACAACGC GCCUGUCACC GGAUGUGUUU UCCGGUCUGA 
UGAGUCCGUG AGGACGAAAC AGG - 3'. 

Un autre aspect do ('invention concerne un vcclcur contenant une construction 
5 scion I'invcntion. _ 
De maniere prcferec, le vectcur scion ('invention est caracterise cn ce qu'il s'agit 
du vecteur pMAK705[tnaAt] ou du vecteur pMAK705[Ptna::trpR::3'tna]. 

L'invention concerne egalement une cellule hote procaryotc, de preference une 
bacterie de Pespece E. coli\ transformee par un vecteur selon l'invention. 
10 Sous un autre aspect, invention a pour objet un proeede de production de 

proteine recombinante dans une cellule bote utilisant une construction selon I'invention. 

L'invention a egalement pour objet un proeede de production d'une proteine 
recombinante d'interet selon I'invention, dans lequel ladite construction est introduite 
dans I'ADN de la cellule hote procaryote. 
15 On prefere un proeede de production de proteines rccombinantcs selon 

1'invention, dans lequel ladite construction est introduite dans I'ADN de la cellule bote 
procaryote par un vecteur selon I'invention, de preference selon la mcthode d'integration 
chromosomique decrite dans I'exemple I ou 2. 

L'invention a en outre pour objet un proeede de production de proteines 
20 recombinantes selon l'invention, dans lequel ladite construction est introduite sans autre 
element d'ADN qui permettrait d'y associer un avantage selectif. 

De maniere preferee, l'invention comprend un proeede de production d'une 
proteine recombinante d'interet selon l'invention, dans lequel ladite construction est 
introduite au locus de Toperon tryptophanase d'E. coli, de preference au locus du gene 
25 ///a, mieux encore au locus du gene inaA. 

On prefere un proeede de production de proteines recombinantes d'interet scion 
l'invention, caracterise en cc qu 1 il comprend les etapes suivantes : 

a) la transformation d'une cellule procaryote par un vecteur selon 
l'invention, et ('integration de ladite construction dans I'ADN de ladite cellule hote ; 
30 b) la transformation de ladite cellule procaryotc par un vectcur contenant un 

gene codant pour ladite proteine recombinante d'interet ; 
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c) la culture do Iadite cellule transformcc dans un milieu dc culture 
permcttanl 1'exprcssion dc la proleinc rcconibinantc ; cl 

d) la recuperation dc la proleinc rcconibinantc a partir du milieu dc culture 
ou dc Iadite cellule transformec. 

L'mvention a cn outre pour objet un procede dc production dc proteines 
recombinantes d'inleret selon Tinvention, caracterisc cn cc que ledit procede comprend 
en outre entre Tetape a) ct b) du procede ci-dessus, une etapc dc resolution et de 
criblage. 

L'invention est relative en outre a un procede de production de proteines 
recombinantes d'interet selon Tinvention, dans lequel le controle de ['expression des 
proteines recombinantes avant induction du promoteur Ptrp est obtcnu par Finduction 
dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique codant pour une molecule de 
nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp selon 
1'invention. 

Enfin, Tinvention comprend egalement un procede dc production selon 
Tinvention, dans lequel Tinduction dudit promoteur suivi en 3* d'une sequence 
nucleique codant pour unc molecule dc nature ribonucleotidique ou proteique agissant 
negativement sur le promoteur Ptrp selon Tinvention est obtenue par tout moyen 
permcttant d'exercer un effet inhibiteur ou activateur sur ledit promoteur. 

De preference, Tinvention comprend un procede de production selon Tinvention, 
dans lequel Tinduction dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique codant 
pour une molecule de nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur 
le promoteur Ptrp selon Tinvention est obtenue soit : 

a) par le choix d'une source de carbone appropriee dans le milieu dc culture ; soit 

b) par 1'ajout de tryptophane dans le milieu dc culture ; ou 
par une combinaison de a) et b). 

Les systemes de constructions, dc vecteurs, les cellules botes procaryotcs 
transformees par lesdits vecteurs ainsi que les procedes dc Tinvention decrits ci-dessus 
et qui seront exempli Hes dans les exemplcs ci-apres ici entrent dans le cadre du controle 
de la production de proteines recombinantes dans des cellules procaryotes. lis sonl 
adaptes a Texpression de genes homologues ou heterologues places cn aval du 
promoteur/operateur Ptrp. Deux mutants sont plus particulierement decrits ci-apres pour 
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illustrer ('invention, lis portent lcs noms ICONE 100 cl ICONE 200 (ICONE pour 
Improved Ceils for Over- and Non-lcaky Expression). Lcs modifications introduces 
dans la lignce ICONE prcscntent lcs caractcristiqucs suivantcs : 
1) cllcs sont intcgrccs dans Ic chromosome dc Thole, 
5 2) ctant generees par unc technique de inutagenese dirigee, cllcs sont ciblccs 

a un endroit unique de PADN bactcricn, parfaitemcnt connu puisqu'il s'agil de I'opcron 
tna situe a 83 min sur la carte physique du genome d'E. coll K-I2. En cela, lcs 
consequences sur le plan physiologique pour I'hote sont parfaitement identifiecs. En 
particulier, la possibilite que des fonctions cryptiques soient reactivees suite a 

10 l'integration chromosomique - commc cela est suspecte dans le cas dc la mutagenese 
aleatoire - est ecartee, 

3) la technologic employee dans ces exemples pour Pintegration 
chromosomique (Hamilton et al. (1989)) exclut la possibilite que d'autres sequences 
s'inserent dans PADN bacterien. Notamment, les mutants ne portent pas de gene de 

15 resistance a un antibiotique. Dans le cas ou ils seraient utilises a Techelle industriellc, 
ils ofTrent au producteur ct au legislateur la garantie qu'ils n'auront pas d'avantage 
selectif en cas de dissemination accidentellc dans Tenvironnement. 

Selon un aspect de 1'invention, un premier type de mutant ou cellule transformec 
nomme ICONE 100 est decrit, qui porte une mutation dans le gene ma A entrainant une 

20 perte de Pactivite tryptophanase. Le phenotype associe a cette mutation est Tabsence de 
degradation du tryptophane. Ce type de mutant, apres transformation par un vecteur 
rapporteur et culture sur un milieu favorisant habitueilement Tactivite tryptophanase, 
s f avere superieur a l'isolat dont il est issu en termes de controle de la repression par le 
tryptophane. 

25 Selon un autre aspect de 1'invention, un second type de mutant nomme ICONE 

200 est decrit, qui porte une cassette d'expression du gene trpR sous le controle du 
promoteur dc la tryptophanase Ptna, integrec au locus du gene hiaA. Utilisation du 
locus tna commc cible pour l'integration entrame chez la bactcrie hotc unc perte dc 
I'activite tryptophanase qui se traduit commc decrit precedemmcnt par une incapacitc a 

30 convertir le tryptophane en indole. Par ailleurs, la presence dc la cassette Ptna::trpR 
dans le chromosome conferc a cc nouvcau gene irp\\ les caractcristiques dc Ptna, e'est- 
a-dire une sensibilite a la repression catabolique (Isaacs, Chao, Yanofsky, & Saier, 
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1994; Botsford & DeMoss, 1971) ct r induct ibi I itc par Ic tryptophane (Stewart & 
Yanofsky, 1985). Cctlc dcrnicrc proprictc constiluc unc innovation dans laquelic Ic 
promotcur Ptrp plasmidiquc est conlrole an niveau dc la transcription par un promotcur 
chromosomiquc, Plna, qui lui est antagonistc. Dc manicrc surprcnantc, aprcs 
transformation par un vecteur depression ct culture cn fermcntcur, ICONE 200 s'avsre 
superieur a l'isolat dont il est issu en tcrmes de controlc dc la repression par le 
tryptophane. 

Les bacteries presentant unc des caracteristiques mentionnees ci-dessus sont 
utiles pour la production maltrisee de molecules recombinantes. Aussi, la presente 
invention a egalement pour objet l'utilisation desdites bacteries transformers dans un 
procede de production de proteines recombinantes. 

Dans les exemples ci-dessous, Tavantage apporte par les deux mutants est 
clairement demontre en utilisant comme proteine recombinante la p-galactosidase 
d'Escherichia coli. 

Un autre aspect de l'invention reside dans les caracteristiques des mutations 
introduites. Celles-ci sont parfaitement definies, controlees sur Ic plan genetique ct 
biochimique, ciblees au locus tna d'E. colt et exemptes de marqucur de selection. 

Les micro-organismes mutants ou transformers de l'invention sont constants a 
partir de procaryotes, plus precisement de bacteries Gram-negatives appartenant a 
Tespece Escherichia, coli. Les proprietes du promoteur de Toperon tryptophanase d'E. 
coli (inductible par le tryptophane, sensible a la repression catabolique) ont ete utilisees 
pour diriger la synthese transitoire d'un mediateur agissanl negativement sur 
Texpression dirigee par Ptrp. Cependant, il est connu que d'autres especes bacterienncs, 
en particulier celles qui colonisent Ic tractus intestinal des animaux, sont capables de 
synthetiser une tryptophanase inductible par le tryptophane (Snell. 1975). Par 
consequent, d'autres souches que E. coli conviennent pour pratiqucr les mcthodes 
decrites et y produire des proteines recombinantes. 

Les exemples et les figures qui suivent sont destines a illustrer invention sans 
aucunement en limitcr la portee. 
Leuendes des figures : 

FIGURE 1 : Cinetiques dc croissancc des souches RV308, ICONE 100 et ICONE 200 
x pVA-pgal. 
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DO 5S0 nin correspond a la mcsurc dc la dcnsilc opliquc mcsurcc par 
spcctrophoiomctric. 

FIGURE 2 : Cinetiques d'activite p-gal dcs souchcs RV30S, ICONE 100 ct ICONC 
200 x pVA-pgal. 

Les bacteries transformees par un vcctcur contcnant Ic gene dc la p-galactosidasc sous 
!e controlc du promoteur Ptrp sont cullivees cn fermentcur. L'activitc p-galactosidasc 
est niesuree par incubation d'un extrait celluiaire en presence d'ONPG (substrat 
specifique de la P-galactosidase). 

FIGURE 3 : Comparaison des cinetiques de croissance des souches E. coli RV308 et 
ICONE 200 transformees par le vecteur pVA-po!io2B. 

FIGURES 4A et 4B : Immuno-blot sur les extraits intracellulaires des cultures de 
RV30S et ICONE 200 transformees par le vecteur pVA-polio2B. 

Figure 4A : RV308 x pVA-polio2B 

Figure 4B : ICONE 200 x pVA-po!io2B 
FIGURE 5 : Analyse par SDS-PAGE de la proteine polio-2B purifiee par 
chromatographic d'affinite sur Nickel. 

A : Experience n° 2 : induction par 5 pg/ml d'lAA lorsque la densite optique est egaie a 
32,5 ; 

B : Experience n° 1 : induction par 25 pg/ml d'lAA lorsque la densite optique est egale 
a 32,5; 

C : Experience n° 4 : induction par 5 ng/ml d'lAA lorsque la densite optique est egale a 
63,5; 

D : Experience n° 3 : induction par 25 ng/ml d'lAA lorsque la densite optique est egale 
a 62,5 ; 

PM : Marqueur de poids moleculaire (kDa). 

FIGURE 6 : Cinetiques de croissance de ICONE 200 x pVA-polio2B : influence du 
temps deduction et de la concentration d'inducteur. 

■ Experience n° 1 ; induction par 25 pg/ml d'lAA lorsque la densite optique est egale a 
32 t 5. 

□ Experience n° 2 ; induction par 5 pg/ml d T I AA lorsque la densite opliquc est egale a 
32,5. 
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• Experience n° 3 : induction par 25 pg/ml d'lAA iorsque la densite optique est cgale a 
62,5. 

O Experience n° 4 : induction par 5 MS /ml dMAA lorsquc la dcnsitc optique est egalc a 
63,5. 

Les fieches indiqucnt le moment dc ('induction. 

L'invention repose sur Tintroduction stable de mutations dans le genome de la 
souche bote. Toutes les modifications presentees dans les exemples ci-apres sont 
introduces au locus tna d'E coli\ constitue schematiquement de I'enchamement 
suivant : 

A) promoteur Ptna, 

B) sequence codante du gene tnaA (tryptophanase), 

C) region intergenique, 

D) sequence codante du gene tnaB (tryptophane-permease), 

E) terminateur de transcription. 

Plus precisement, les modifications portent sur Telement (D). Celui-ci est 
remplacc au profit d'un element (b) dont les caractcristiques dans les divcrscs 
constructions sont les suivantes : 

Tableau 1 : Nature des mutations portees par ICONE 100 ct ICONE 200 



Norn du mutant 


Nature de Telement (b) 


ICONE 100 


sequence codante de tnaA interrompue en 
position + 221 par un codon stop et un site 
de restriction Xbal 


ICONE 200 


sequence codante du gene trpR codant 
pour Taporepresscur de Ptrp 



Exemple 1 : Construction du mutant ICONE 100 

Un fragment d'ADN note tnaAT est amplifie par PCR. 11 s'etend des positions 
- 275 a + 1054 par rapport au premier nucleotide dc la sequence codante dc tnaA. Ce 
fragment qui chevauche le promoteur Ptna et tnaA est amplifie par reaction PCR en 
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deux parties. La panic I setend de la position - 275 a la position + 220. IZIIc est 
amplificc a I'aidc des oligonucleotides Trp5 (sens) ct Trp2 (anti-sens) donl la sequence 
est : 

Trp5 : 5' - CG GGATCC GTGTGACCTCAAAATGO'Pr - 3' 
BamHl 

Trp2 : 3' - CTACGCGCCGCTGCITCGGATT AGATCT CG - 5' 
(anti-sens) stop Xbal 

La partie II se situe dans la sequence codante de tnaA, immediatement en 3* de la 
partie I. Elle s'etend des positions + 221 a + 1054. Elle est ampiifiee a Taide des 
oligonucleotides Trp3 et Trp4 : 

Trp3 : 5' - CGTCTAGACAGCGGCAGTCGTAGCTAC - 3' 
Xbal 

Trp4 : 3' - CCTTCTCTAACCGCAACAG TTCGAA CG - 5' 
(anti-sens) HindlH 

Les reactions de PCR sont effectuees en utilisant commc matrice des colonies 
d'E. coli K-12 lysees dans le tampon de la Taq polymerase (AmpIiTaq Gold CETUS, 
USA). 

Les produits d'amplification sont precipites a Tethanol puis digeres avec les 
enzymes de restriction appropriees (BamHl - Xbal pour la partie 1, Xbal - Hindi 11 pour 
la partie II). Une analyse sur gel d'agarose colore au BET permet de verifier que les 
fragments ont la taille attendue (Deeley & Yanofsky, 1981). Le fragment tnaAT est 
genere en liguant les deux fragments I ct II au site XbaL 11 differe de la sequence 
naturelle par la presence d'un codon stop en position + 221 suivi d'un site de restriction 
Xbal. Ce fragment tnaAT est clone aux sites BamHl / Hindi II dans le vecteur pRJT28 
(Hultman, Stahl, Homes & Uhlen, 1989) et sequence. Le fragment tnaAT est sous-clone 
dans le vecteur pMAK705 (Hamilton, Aldea, Washburn, Babitzke & Kushncr, 1989), 
donnant pMAK705[tnaAT). 

La methode employee pour generer un rearrangement genetique chcz 11. coli est 
cellc decrite par Hamilton ct al. (1989). Elle est bascc sur Temploi du vecteur suicide 
pMAK705 qui portc une origine de replication thermosensiblc, fonctionncllc a 30°C 
mais inactive au-dcla de 42°C, ainsi que le gene de resistance au chloramphenicol 
(CMP). £. coli RV308 (Maurer, Meyer & Ptashnc, 1980) est transforme par 4 pg du 
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veclcur P MAK705[tnaAT] ct Ic melange dc transformation est etale sur boitcs de milieu 
LB + CMI> 20 ug/ml. Aprcs incubation unc iu.it a 30°C. trois clones sont rcpiqucs en 
milieu liquidc LB + CMC 20 ug/ml cl incubes a 30°C sous agitation jusqu'a allcindrc 
unc DO a 580 inn voisinc dc 1. Lcs suspensions sont ensuite clalccs sur milieu LB + 
CMP 20 ug/ml ct incubecs a 44°C ct a 30°C. Lcs colonics qui sc dcvcloppcnt a 44°C (= 
co-inlcgrants) sont poncuscs d'unc integration chromosomique du vecteur. ccttc 
integration etant favorisec par I'existencc d'homologies dc sequence cntre le 
chromosome et 1'insert porte paT Ic vecteur. 

La phase dite de resolution consiste a favoriser l'excision du vecteur par un 
mecanisme de recombinaison entre des sequences repctees presentes sur le 
chromosome. Quelques clones isoles a 44°C sont cultives en milieu liquide LB + CMP 
20 ug/ml a 30°C pendant trois jours en renouvelant le milieu regulierement. Les 
suspensions sont ensuite diluees, etalees sur milieu gelose LB + CMP 20 ug/ml et 
incubees a 30°C jusqu'a 1'apparition de colonies individualists. Plusieurs dizaines de 
15 colonies sont repiquees en double sur milieu gelose LB + CMP 20 ug/ml a 30°C ct 
44°C. Les colonies qui ne se developpent pas a 44°C sont retenues et criblecs par unc 
reaction de PCR indiquant si la resolution du vecteur a conserve Ic codon stop ct Ic site 
Xbal au locus tna. Les oligonucleotides utilises sont Trp6 (sens) et Trp7 (anti-sens), 
respectivement homologues a la mutation desiree et a une panic du terminateur de 
20 tnaA : 

Trp6 : 5' - CGACGAAGCCTAA TCTAGA - 3* 

stop Xbal 

Trp7 : 3' - CCGATATTCCTACAATCGG - 5' 
(anti-sens) 

25 Sur dix-huit clones cribles, neuf donnent un fragment d'amplification de la taille 

attendue indiquant la presence du codon stop suivi du site Xbal dans Ic gene tnaA. Les 
neuf autres clones ne donnent pas dc produit d'amplification, probablcment parcc que 
I'etape dc resolution a restaure sur le chromosome le gene tnaA non mute. Parmi les 
neuf clones positifs, quatre sont preleves et soumis a un curagc du plasmidc par 

30 repiquages successifs en absence dc pression de selection. Aprcs quelques jours dc 
culture, on obticnt des clones redevenus sensibles au chloramphenicol. 
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La presence dc la mutation inactivant tnaA est confirmee do deux manieres 
dilTcrcntes : d'abord, unc amplification par PGR a I'aide des oligonucleotides Trp5 et 
Trp4 suivic d'unc digestion par Xbal montrc que le site dc restriction, absent chcz 
coli RV308, est present dans Ic gene maA des mutants ; ensuile, par unc culture des 
mutants dans un milieu richc en tryptophane suivic du test a I'indolc (ajout du reactif-dc 
Kovacs dans le milieu de culture), on montre que les mutants n'ont pas generc d'indolc 
alors que la souchc RV308 d'origine produit de I'indole dans les memes conditions. On 
en deduit que la mutation intrpduite entraine une perte de 1'activite tryptophanase. 

Un clone est selectionne en vue d'une conservation sous forme congelee. II est 
nomme 1CONE 100. 

Exemple 2 : Construction du mutant ICQNE 200 

Un fragment d'ADN est constant in vitro par amplification PCR de trois sous- 
unites. 

La premiere sous-unite situee dans le promoteur Ptna s'etend des positions - 5 1 1 
a + 3 par rapport au premier nucleotide de la sequence codante dc tnaA. Elle est 
amplifiee a partir des oligonucleotides TrpRl (biotinyle en 5') ct TrpR2 : 
TrpRl : 5' - CTGGATCCCTGTCAGATGCGCTTCGC - 3' 

BamHl 

TrpR2 ; 3' - CTTCCTAATACATTACCGGGTTG - 5' 

(anti-sens) 

La seconde sous-unite correspond a la sequence codante du gene trpR d*£. colL 
Elle est amplifiee a partir des oligonucleotides TrpR3 et TrpR4 (biotinyle en 5') : 
TrpR3 : 5' - GTAATGGCCCAACAATCACC - 3' 

start 

TrpR4 : 3* - CACAACGACTTTTCGCTAACT GACGTC AG - 5' 

(anti-sens) PstI 

La troisieme sous-unite correspond a la sequence situee immediatement en 3 1 dc 
la sequence codante de tnaA. Elle contient la region intergeniquc dc Topcron tna ct unc 
partie du gene tnali codant pour la tryptophane-permease. Elle est amplifiee a partir des 
oligonucleotides TrpRS ct TrpR6 : 
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TrpR5 : 



5' 



CGCTGCAGT'I'AATACI'ACAGAGTGG - .V 



TrpR6 : 
(anti-sens) 



CCAGCTAA I GAGG 1'AAG T I CGAA C - 5' 



Hindi 1 1 



Les fragments amplifies soul purifies scion la mclhode GeneClean (BiolOl.ta 
Jolla. CA, USA). 

Les sous-unites I et II sont fusionnecs dc la manicre suivante. Dans deux tubes 
separes, chaque sous-unite est mise en incubation avec 30 ul de billcs marquees a la 
streptavidine (Dynabeads. DYNAL, Norvege). Apres 20 min a 37°C et 5 min a 
temperature ambiante, l'ADN fixe est denature par 50 ul de NaOH 0,15 M. Les ADN 
simple-brin recuperes dans chaque surnageant sont melanges a parts egales et soumis a 
une reaction d'hybridation et d'extension en presence de la Taq polymerase (AmpliTaq 
Gold, CETUS, USA) suivant cinq cycles de PCR. Le produit de la reaction est amplifie 
dans une reaction PCR a l'aide des oligonucleotides TrpRl et TrpR4. 

Le produit d'amplification purifie par GeneClean est digere par BamHI et Pstl. 
Lc fragment ainsi isole est clone dans le vecteur P R1T28 pour donner 
pRIT28[Ptna::trpR], puis sequence. 

La sous-unite III est digeree par les enzymes Pstl et Hindi II puis cloncc dans 
pRlT28 pour donner pRIT28[3'tna], puis la sequence est vcrifiee par scquencage ADN 
(ABI 373A, Perkin Elmer, USA). 

Le vecteur pRIT28[Ptna::trpR] est digere par les enzymes Pstl et Hindlll puis 
ligue en presence de la sous-unite III elle-meme isotee a partir de pRIT28[3'tna] 
par double digestion Pstl/Hindlll. Le vecteur resultant est nomme 
pR!T28[Ptna::trpR::3'tna]. L'insert est transfere dans pMAK705 apres double digestion 
par les enzymes BamHI et Hindlll. Lc plasmide resultant est nomme 
pMAK705[Ptna::trpR::3*tna]. 

L'integration de la fusion Plna::trpR::3'tna au locus tna d'E. coli RV308 est 
realisee dans des conditions analogues a cclles decrites dans I'cxemplc I. Brievement, la 
souche est transformee par le vecteur pMAK705[Ptna::trpR::3'tna] puis soumise aux 
clapes d'integration ct de resolution. 
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Lc criblage des colonics en fin dc resolution fait appcl a des conditions 
Icgcrcmcnt diflcrentes dc ccllcs dc I'cxcmplc I. Lc locus ina csl amplific par PCR a 
parlir des oligonucleotides TrpRl 1 ct TrpR7 : 
TrpR 11: 5* - GGGCAGGTG A ACTGCTGGCG - 3' 
5 TrpR7 : 3* - GGTGCCGTTATAAGGGTCGGAC - 5' 

(anti-sens) 

TrpRl 1 sMiybride avec la sequence de Ptna en amont (5') dc TrpRl, et TrpR7 
sMiybride avec la sequence de (naB, en aval (3') de TrpR6. Le produit d'amplification a 
une taille differente suivarit que le gene plaGe en aval de Ptna est inciA (situation 
10 rencontrec dans RV308) ou trpR (situation recherchee chez les mutants). Une colonie 
possedant trpR au locus (no est conservee ct nommee ICONE. 200. Une analyse de sa 
sequence chromosomique montre qu'elle possede le gene trpR immediatement en aval 
du promoteur Ptna. Une culture en presence de tryptophane atteste ('absence de 
formation d' indole, ce qui est une consequence logique de la perte du gene tnaA. 

15 

Exemple 3 : Fuite d 'expression en presence de succinate + tryp to phane 

Cet exemple decrit les capacites relatives de E. coli RV30S, ICONE 100 ct 
ICONE 200 a controler Texpression d'une proteine recombinante sous le controlc du 
promoteur Ptrp. A cet efTet, nous avons construit un vecteur d'exprcssion note pVA- 
20 Pgal dans lequel la sequence codant pour la P-galactosidase d'E. coli est placee en aval 
du promoteur Ptrp. Le vecteur d'origine utilise pour cette construction est pVAABP308 
(Murby, Samuelsson, Nguyen, et al. f 1995). 

Chacune des trois souches est transformee par le vecteur pVA-Pgal. Les 
transformants obtenus sont cultives individuellement dans un milieu complet (Tryptic 
25 Soy Broth (DIFCO) 30 g/l, Yeast Extract (DIFCO) 5 g/1) pendant une nuit a 37°C. Un 
aliquot de ces precultures est transfere dans 60 ml de milieu M9.YE.SUCC (solution de 
sels M9 IX (DIFCO), Yeast Extract (DIFCO) 5 g/l, succinate de sodium 20 g/1). Aprcs 
un temps d'incubation a 37°C permettant d^atteindrc la phase cxponcntiellc dc la 
croissance, un prelevement est cfTcctue sur chaquc culture. La croissance est estimcc par 
3() la Densitc Optique a 580 nm dc la suspension bacteriennc. Le niveau d^ctivitc fi- 
galactosidase est mesure dans chaque culot cellulaire. Pour cela, 1 ml de culture est 
centrifuge 3 min a 12 000 g. Le culot cellulaire est repris dans 900 pi de tampon (Tris- 
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HCi 50 mM pM 7,5 - EDI A I mM - NaCI 100 nitVI - iysozymc 400 M g/ml) ct incubc 
15 min a 37°C. 100 pi dc SDS (1 % dans Tris-HC! 50 mM pi I 7,5) sont ajoulcs ct 
Pcchantiilon est place 5 min a temperature ambiante. Lc dosage s'cfTcctue cn 
mclangcant 30 pi d'cchanlilion, 204 pi dc tampon (Tris-HCl 50 mM pH 7,5 - MgC! 2 
1 mM) ct 66 pi d'ONPG (4 mg/ml dans Tris-HCl 50 mM pH.7,5). Lc melange 
rcactionnel est place en incubation a 37°C. La reaction est stoppee par Pajout de 500 pi 
de Na 2 C03 1 M. La DO a 420 nm rapportcc au temps d'incubation est proportionnelle a 
Pactivite P-galactosidase presente dans Pechantillon. Sachant que E coli RV308 a une 
deletion complete de Poperon iac (Maurer, Meyer & Ptashne, 1980)/ Pactivite P- 
galactosidase mesuree est uniquement due a Pexpression du gene porte par le vecteur 
pVA-Pgal. 

Le tableau 2 resume les resultats obtenus avec chacune des souches RV30S, 
ICONE 100 et ICONE 200. 



Tableau 2 : Croissancc des souches RV308, ICONE 100 ct ICONE 200 et fuitc 
d'exprcssion (moyenne ct ccart-typc sur trois experiences) 





DO 580 nm 


P-GAL (U/ml) 


RV308 


2,47 ±0,01 


0,93 ± 0,09 


ICONE 100 


3,69 ± 0,24 


0,21 ±0,03 


ICONE 200 


2,43 ± 0,03 


0,02 ± 0,00 



Les resultats du tableau 2 montrent que les mutants de la lignee ICONE se 
developpent au moins aussi bien que la souche RV308 dont ils sont issus. Les mutations 
introduites n'ont done pas d'efTet negatif sur la croissance. Par ailleurs, Pactivite p- 
galactosidase mesuree est difTcrcntc <±zz les trois souches. ICONE 100 possede unc 
activite intracellulaire environ 4 f 5 fois inferieure a celle de RV308. Dans des conditions 
- succinate comme source de carbone - ou Pactivite du promoteur Ptna est maximalc 
(Botsford & DeMoss, 1971), la deletion du gene de la tryptophanase conduit done a unc 
reduction dc la fuite d'expression, probablement en limitant la degradation du 
tryptophane intracellul aire (co-represseur). Dans ces memcs conditions, le niveau de 
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fuite d'expression chez ICONE 200 est encore diminuc d'un faclcur 10 par rapport a 
ICONE 100. L'activitc du promotcur Ptrp plasmidique est done minimale chcz ICONE 
200. D'unc part, la pcrlc do Factivitc tryptophanasc donnc a la bactcric la possibilite dc 
micux controlcr Ptrp commc ccla est demontrc pour ICONE 100. Mais ICONE 200 
5 possede une secondc caractcristiquc qui la distingue cT ICONE 100 sur Ic plan gcnelique 
et lui donnc au niveau experimental un avantage supplemental cn tennes de controlc 
de Fexprcssion. Ainsi, dans des conditions ou Ptna est actif, ICONE 200 a la possibilite 
de diriger la surexpression de Faporepresseur TprR et par consequent la fuite 
d'expression mesuree au niveau du promoteur Ptrp plasmidique est reduite d'un facteur 
10 proche de 50 par rapport a la souche d'origine RV30S. 

Exemple 4 : Fuite d'expression en presence de glycerol + tryptophane 

Cet exemple demontre Fa vantage apporte par le mutant ICONE 200 dans un 
milieu de culture et des conditions de fermentation proches de celles qui pourraient etre 
15 utilisees industriellement pour produire des proteines recombinantes avec le systemc 
Ptrp. 

Chacune des trois souches RV308, ICONE 100 et ICONE 200 est transformce 
par le vecteur pVA-pgal. Les transformants obtcnus sont cultives individucllemcnt dans 
200 ml de milieu complet (Tryptic Soy Broth (DIFCO) 30 g/1. Yeast Extract (D1FCO) 

20 5 g/1) pendant une nuit a 37°C. 

La suspension cellulaire obtenue est transferee stcrilement dans un fermenteur 
(modele CF3000 de Chemap, capacite 3,5 I) contenant 1,8 litres du milieu suivant 
(concentrations pour 2 litres de culture finale) : glycerol 90 g/1, (NI-LO2SO4 5 g/1, 
KH2PO4 6 g/1, K2HPO4 4 g/1, Na3-citrate 2H 2 0 9 g/1, MgSO,, 7H 2 0 2 g/1, extrait dc 

25 levure 1 g/1, CaCI 2 2H 2 0 30 mg/l, ZnS0 4 7H 2 0 8 mg/1, CoCI 2 6H 2 0 7 mg/1, Na 2 Mo0 4 
2H 2 0 7 mg/1, MnSO^ 1H 2 0 10 mg/1, H3BO3 2 mg/1, CuSO^ 5H 2 0 8 mg/1, FcCI 3 6H 2 0 
54 mg/1, antimousse 0,06 %, tetracycline 8 mg/1, tryptophane 200 mg/1. Le pH est regulc 
a 7,0 par ajout d'ammoniaquc. Le taux d'oxygene dissous est maintenu a 30 % dc la 
saturation par asservissement de la vitesse d'agitation puis du debit d'acration a la 

?>() mesurc dc F02 dissous. Lorsquc la Densilc Optique de la culture atteint une valeur 
comprise entre 40 et 45, on procede a Finduction par Fajout de 25 mg/1 d'acide indole- 
acrylique (SIGMA). 
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Unc analyse cn cinctique dc la densitc optiquc de la culture (DO a 580 nm de la 
suspension) ct dc I'aclivitc P-galuclosidasc intraccllulairc (voir cxemplc 3) est cfTcclucc. 
Lcs figures I ct 2 illuslrcm rcspeclivcnicnl les cinctiqucs dc croissancc ct d/aclivitc P- 
galaciosidasc des irois cultures. 

Les donnees presentees cn figure 1 confirmcnt Pobscrvation dc Pexemplc 3 : hts 
trois souches ont des cinetiques de croissance comparables. Les mutants dc la ligncc 
ICONE ont de ce point de vue conserve le potentiel de croissancc de E. coli RV308 ct 
ils demeurent done des candidats potentiels pour une utilisation industrielle. 

Les donnees de la figure 2 montrent I' impact des mutations portees par les 
souches ICONE sur I'expression de la p-galactosidase en fermenteur. Clairement, sur 
un milieu a base de glycerol, la presence ou Tabsence de Tactivite tryptophanase n'a 
pas d'effet sur le controle de ^expression comme en atteste la premiere partie des 
courbes RV308 et ICONE 100, meme si Ton constate que le tryptophane exogene 
disparaTt plus rapidement dans la culture RV308 que dans celle d'ICONE 100 (donnees 
non presentees). En revanche, le mutant ICONE 200 presente de meilleures capacites a 
controler Texpression en debut de culture : Tactivitc p-galactosidasc reste faiblc 
pendant les 18 premieres heures de culture puis commence a augmcnter a partir de t = 
20 h, moment ou la concentration en tryptophane extraccllulairc devient nulle (donnees 
non presentees). La deuxieme partie de la courbe concernant ICONE 200 montrc que 
Tactivite P-galactosidase augmente regulieremcnt pour atteindrc un niveau en fin dc 
culture proche de celui obtenu avec RV308. En cela, nous demontrons que le systeme 
de regulation present chez ICONE 200 apporte un controle transitoire du promoteur 
Ptrp plasmidique. Ce controle, exerce par le tryptophane et/ou la source de carbone, 
devient inoperant dans la deuxieme partie dc la culture et ne vient pas s'opposer a unc 
expression maximale de la proteine recombinantc. 

Excmple 5 : Controle de Texpression d'une proteine toxique 

Cet exemple decrit le comportement des souches RV308 ct ICONE 200 cn 
culture lorsqu'elles sont transformees par un vecteur portant, cn aval du promolcur 
tryptophane, le gene d'unc proteine toxique. A titrc d'exemplc ct pour illustrcr 
Tinvention, le gene dMnteret est celui codant pour la proteine 2B du poliovirus. II a etc 
decrit que la surexpression de cette proteine modifie la permeabilite des membranes 



WO 99/53080 



PCT/FR99/00874 



21 

chcz Ics bacteries (Lama el al., 1992) ainsi que dans ics cellules cucaryotes (Aldabc el 
al., 1996), ce qui en fait un modclc de chaix pour ctudicr Ics consequences de la fuiie 
d'exprcssion chcz E. cali. 

Lc gene codant pour la proteine 2B csi amplific a partir du vecteur pCT3.2H 
(Lama et al., 1992) par une reaction dc PCR a I'aide des oligonucleotides suivants : — 
P02. 1 5' - G C G A ATTC TG G C ATC AC C A ATT A C A T AG - 3' 

(sens) EcoRI 

P02.2 1 5 % - GCAAGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTGCTTGATGACATAA 

(anti-sens) Hindlll 
GGTATC - 3* 

Le produit d'amplification est ensuite digere par les enzymes de restriction 
EcoRI et Hindlll puis clone dans un vecteur d'expression derive de pBR322 portant le 
promoteur tryptophane Ptrp. Le vecteur resultant, nomme pVA-polio2B, porte une 
sequence codant pour la proteine 2B fbsionnee a son extremite C-terminale a une queue 
poly(His), sous le controle du promoteur Ptrp. 

Le vecteur pVA-polio2B est introduit dans les bacteries E. coli RV308 et 
ICONE 200 par transformation. Un clone recombinant de chaque construction est 
ensuite cultive dans des conditions similaires a celles decrites dans Texemple 4. 

Les cinetiques de croissance des bacteries RV308 et ICONE 200 mesurees par la 
densite optique a 580 nm sont presentees en Figure 3. II y apparait nettcment que RV308 
presente un retard de croissance important : le temps de generation moyen en 
fermenteur pendant les premieres 14 heures de culture est de 1 h 45 min. contre 
seulement 1 h 17 min. pour ICONE 200. Apres 24 heures de culture, la densite optique 
pour la souche RV308 est seulement egale a 13. De manicre surprenante, la souchc 
ICONE 200 atteint, elle, une densite optique egale a 37 apres 17 h 30 min. de culture, 
age ou est effectuee V induction par ajout d'acide indole acryliquc (1AA) a 25 ^g/mL 
L'cffet de 1' induction est immediat : la vitesse de consommation d'oxygene chute 
brusqucment (donnees non presentees) et la croissance s'arrcte. 

Des prelevements a differents temps de culture ont ete effectues et analyses pour 
leur contenu en proteine recombinante. Des echantillons de biomassc centrifuges a 
8 000 g sont repris par un tampon P 1 (Tris 25 mM, EDT A 1,15 mM, lysozyme 1 mg/ml, 
pH 8) a raison dc 5 ml pour 1 g de biomasse. La biomasse est remise en suspension, 
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incubee 15 min. a temperature ambiantc puis soumise a unc sonication pendant 2 min. 
Le lysat est centrifuge de nouvcau (10 000 g, 15 min., 4°Q pour donncr unc fraction 
soluble (surnagcant) ct unc fraction insoluble (eulol rcpris par 200 yi\ dc tampon P2 : 
Iris 25 mM, EDTA 1 mM, pH S). Ccs dchantillons sont deposes sur gel de 
polyacrylamide el soumis a unc clectrophorcsc cn conditions dcnaturantcs (SDS- 
PAGE). Le gel est ensuitc transfcrc sur membrane selon la technique du Western-blot 
pour reveler la presence dc la proteine recombinantc. L'anticorps utilise est un 
monoclonal anti-poly(His) couple a la peroxidase (Sigma). La revelation est effectuee 
par chimioluminescence avec le kit ECL+ (Amersham). Les figures 4A et 4B presentent 
le resultat des immuno-blots sur les fractions insolubles issues respectivement des 
cultures de RV308 et ICONE 200. La figure 4A montre que la proteine recombinantc 
est presente dans tous les prelevements, e'est-a-dire des le debut de la culture jusqu'au 
temps de fermentation t = 24 h alors qu'aucune induction par PIAA n'a ete efiectuee. 
En revanche, avec ICONE 200, aucune proteine recombinante n'est detectee avant 
induction (figure 4B). C'est seulement apres induction par PIAA que la proteine 2B est 
detectable (dans la fraction insoluble) et que la manifestation de son caractere toxiquc 
est observee. Ainsi, ces resultats mettent en evidence que le mutant ICONE 200 a un 
avantage manifeste par rapport a la souche RV308 dont il est issu et permet de rcaliser 
un controle efficace de Texpression en fermenteur. 

Exemple 6 : Production d'une proteine toxique 

Cet exemple vise a demontrer qu'une proteine toxique peut etre exprimec dans 
une culture d'E. coli ICONE 200 a forte densite cellulaire dans des conditions de culture 
adaptees a une extrapolation industrielle. Dans ce but, la souche E. coli ICONE 200 
transformee par le vecteur pVA-polio2B est evaluee. Les resultats obtenus a Texemplc 
5 indique que les conditions d'induction doivent etre optimisees si Ton vcut eviter que 
Texpression se traduise instantanement par un arret de croissancc puis par unc lysc 
bacteriennc. Aussi, cet exemple decrit difierents essais destines a optimiser lc 
rendement en proteine recombinante par unite de volume fermente en jouant sur la 
concentration d'inducteur et la densite cellulaire a Pinduction. Les conditions dc culture 
utilisees sont celles decrites dans Pexemple 4. 

Les combinaisons experimentales testees sont les suivantes : 
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■ Experience n° 1 : induction par 25 pg/ml dMAA lorsquc la densite opiique est 
comprise entrc 30 el 35 ; 

* Experience n° 2 : induction par 5 iiu/m\ dMAA lorsquc la densite opiique est 
comprise entrc 30 ct 35 ; 
5 ■ Experience n° 3 : induction par 25 jig/ml d'lAA lorsquc la .densite opiique -est 
comprise entre 60 et 65 ; 

■ Experience n° 4 : induction par 5 ng/ml d'lAA lorsque la densite optique est 
comprise entre 60 et 65. 

Pour chaque experience, des echantillons de biomasse sont preleves a differents 

10 temps apres Finduction et analyses selon le protocole suivant. Environ 20 grammes de 
biomasse sont repris dans 100 ml de Start Buffer IX (prepare a partir du concentre 8X : 
1,42 g Na 2 HPO„ 2H 2 0, 1,1 1 g NaH 2 PO„ H 2 0, 23,38 g NaCI, q.s.p. 100 ml, pH 7,4). La 
suspension est traitee par sonication 3x5 min puis centrifugee 30 min a 20 000 g, 4°C 
Le culot est repris par 15 ml de Start Buffer + guanidine-HCl 6 M + 0,1 % SB3-I4 (N- 

15 tetradecyl-KN-dimethylO-ammonio-l-propanesulfonate, Sigma) puis mis en 
incubation dans la glace pendant 1 heurc. La suspension est centrifugee 1 heurc a 
30 000 g, 4°C. Le surnageant est filtre sur 0,45 \x en vue de sa purification par 
chromatographic d'affinite sur metal chelate. Une colonne contenant 1 ml de gel 
(HiTrap Chelating, Amersham Pharmacia Biotech) est chargce avee 1 ml de NiSCXi 0,1 

20 M, lavee par 5 ml d'eau puis equilibree par 30 ml de Start Buffer + guanidine-HCi 6 M 
+ 0,1 % SB3-14. L'echantillon est ensuite charge sur la colonne. Un rin^age avec 60 ml 
de Wash Buffer (Start Buffer + guanidine-HCl 6 M + 0,1 % SB3-14 + imidazole 
20 mM) permet d'eliminer la majorite des proteines fixees par des interactions non 
specifiques. La proteine recombinante polio-2B est eluee par 10 x 1 ml de tampon 

25 d'elution (Start Buffer + guanidine-HCl 6 M + 0,1 % SB3-14 + imidazole 300 mM). 
Les fractions les plus concentrecs en proteines sont regroupecs puis dessalees sur gel 
Sephadex G-25 (colonnes PD10, Amersham Pharmacia Biotech). La qualitc el la 
quantite de proteine po!io-2B ainsi obtenuc sont estimecs respectivement par 
clectrophorese en conditions denaturantes (SDS-PAGE) ct par un dosage des proteines 

30 totales (methodc au BCA, Pierce). 

La figure 5 presente un gel SDS colore au bleu de Coomassie des proteines 
polio-2B extraites et purifiees a la suite des experiences 1 a 4 decrites ci-dessus. La 
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taillc dc la prolcinc reconibinantc correspond a la taillc theoriquc (I I kDa) predile a 
partir dc sa sequence codantc. Dc plus, cllc correspond a la taillc dc la prolcinc 
majorilairc obscrvee en Wcslem-blot apres induction, clans Ic lysal d'E. co/i ICONO 
200 x pVApolio-2B (figure 4B). II est done vraiscmblablc que les prolcincs visibles sur 
la figure 5 correspondent a la prolcinc 2B du poliovirus fusionnee a unc queue poly- 
histidine. Par ailleurs, la qualite des proteincs obtenues est identique dans toulcs les 
conditions d'induction testees. 

Le tableau 3 ct-apres resume les rcsultats obienus en combinant diflerents 
facteur tels que Densite Optique a rinduction, concentration en inducteur et temps de 
culture apres induction. 



Tableau 3: Innucncc dc la Densite Optique a rinduction, dc la concentration cn 
inducteur et du temps apres induction sur Ic rendement depression d'unc 
proteinc toxiqtic (cxcmplc dc polio-2D) 



N° 

d'experience 


Densite Optique 
(580 nm) 
de la culture 
au moment de 
l'induction 


Concentration 
en inducteur 
(IAA, mg/1) 


Temps apres 
induction 
(HH :MM) 


Quantite dc 
proteine extraite et 
purifiec (mg par 
litre dc milieu) 


1 


32,5 


25 


00 :45 


3 








01 :45 


2 


2 


32,5 


5 


00 :45 


6 








01 :45 


6 


3 


62,5 


25 


00 :45 


5,5 








02 :45 


7,5 


4 


63,5 


5 


00 :45 


6 








02 :50 


9 



En comparant les groupes d'experiences (1-2) et (3-4), on observe que plus 
l'induction est realisee. tardivement, plus le rendement depression est elevc. Ceci 
confirmc Tinteret de faire croitre la biomassc le plus possible avani dc dcclcnchcr 
rinduction. Dans le cas des experiences (3-4), environ 70 % du substrat carbonc est 
consomme au moment ou Tcxpression dc la proteine polio-2B est dcclenchec. Avcc unc 
souche telle que ICONE 200, ia phase dc croissance ccllulaire et la phase depression 
sont totalement separees, ce qui permet d'optimiser le rendement en proteinc 
recombinante, meme lorsque cette proteine est toxique. 
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Parallelement au temps d f induction, la concentration en inductcur est egalcmcnt 
un paranielrc influent. Lc meillcur resultat depression obtcnu dans cct excmple 
correspond a I Experience n° 4 ou la concentration d' inductcur rapport cc au noiubrc dc 
cellules est la plus faiblc (5 mg/l dIAA pour unc culture dont la densitc opiiquc est egale 
5 a 63,5). C'est egalement dans ccttc experience que PclTcl toxiquc dc Tcxpression-jde 
poIio-2B est le moins marque puisquc la culture continue a se dcvcloppcr apres 
T induction alors que la croissance est stoppec completement dans toutes les autres 
experiences (voir figure 6). "11 est done particulierement important d'ajuster les 
conditions d'induction .d'une proteine toxique, de maniere a trouver Poptimum entre 

10 une concentration en inducteur trop faible pour donner lieu a une expression 
significative et une concentration trop forte provoquant Parret immediat du metabolisme 
bacterien. En comparant les resultats des experiences n° 4 et n° 1, on observe qu'une 
induction plus tardive (DO = 63,5 contre 32,5) et moins forte (concentration en IAA 
egale a 5 mg/l contre 25 mg/i) permet de multiplier par un facteur 3 a 4 la quanttte de 

15 proteine recombinante obtenue par unite de volume fermente. 

La souche E. coli ICONE 200, obtenue par modification genctique selon 
Tinvention d'une souche d'interet industriel, permet dc controlcr strictemcnt 
Texpression de tout gene place sur un vecteur plasmidique en aval du promoteur 
tryptophane Ptrp. Ce controle est transitoire car medie par lc tryptophane exogene 

20 apporte a la culture. Le potentiel d'induction de Ptrp dans ICONE 200 est conserve el 
demeure rnodulable par la concentration d'lAA. Grace a ces caracteristiques, ICONE 
200 permet Pexpression controlee de proteines recombinantes dans des conditions de 
culture extrapolables a grande echelle. 
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KEVENDICATIONS 

I. Construction pour I'cxprcssion d'un gene coda.it pour unc prolcine 
rccombinantc d'interct place sous Ic controlc du promoteur de I'operon tryptophane Plrp 
dans une cellule hote pnocaryoic, caracterisee en cc que la construction comprend uae 
sequence nucleique capable d'inactiver Ic gene codant pour unc tryptophanase TnaA 
lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule hole. 

2. Construction selon la revendication 1, caracterisee en ce que la cellule 
hote procaryote est une bacterie Gram negative. - 

3. Construction selon la revendication 1, caracterisee en cc que la cellule 
hote procaryote est E. coli. 

4. Construction selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre en amont de ladite sequence nucleique capable d'inactiver le 
gene codant pour une tryptophanase TnaA lorsque ladite sequence nucleique est 
introduite dans ladite cellule hote, tout ou partie de la sequence nucleique du promoteur 
Ptna de I'operon tryptophanase. 

5. Construction selon I'une des revendications I a 4, caracterisee en cc que 
ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase 
TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule hote comprend 
un fragment mute de la sequence codante de ladite tryptophanase TnaA. 

6. Construction selon la revendication 5. caracterisee en ce que led it 
fragment mute est obtenu par I'insertion d'un codon stop a une position telle que la 
sequence du fragment mute ainsi obtenu code pour un fragment proteique depourvu 
d'activite tryptophanase. 

25 7 Construction selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce que ledil 

fragment mute est un fragment mutee de la sequence codante de la tryptophanase TnaA 
de ladite cellule hote. 

8. Construction selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en cc que 
ladite sequence nucleique capable d'inactiver le gene codant pour une tryptophanase 
TnaA lorsque ladite sequence nucleique est introduite dans ladite cellule hote comprend 
une sequence nucleique comprenant tout ou partie de la sequence d'un promoteur suivie 
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cn 3' d'unc sequence nucleique codant pour unc molecule de nature ribonuclcolidique 
oil proteiquc agissant negativement sur 1c promotcur Ptrp. 

9. Construction scion la revendication 8, caracterisec cn ce que Icdil 
promotcur suivi cn 3' d'unc sequence nucleique codant pour unc molecule dc nature 

5 ribonuclcolidique ou proteiquc agissant negativement sur lc promotcur Ptrp est tout-ou 
partic du promotcur Ptna de Topcron tryptophanasc d'E calL 

10. Construction selon la revendication 8 ou 9, caracterisec cn ce que ladite 
sequence nucleique codant pour une molecule de nature ribonucleotidiquc ou proteiquc 
agissant negativement sur le promoteur Ptrp est la sequence codant pour I'aporepresseur 

10 TrpR de Toperon tryptophane d'E. coli ou un de ses fragments biologiquement actifs. 

1 1. Vecteur contenant une construction selon Tune des revendications 1 a 10. 

12. Vecteur selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il s'agit du vecteur 
pMAK705[tnaAt] ou du vecteur pMAK705[Ptna::trpR::3'tna]. 

13. Cellule bote procaryote transformee par un vecteur selon Tune des 
15 revendications 1 1 et 12. 

14. Cellule bote procaryote selon la revendication 13, caracterisec en ce qu'il 
s'agit d'E. coli, 

15. Procede de production d'une proteine recombinante d'interct dans une 
cellule bote utilisant une construction selon Tune des revendications 1 a 10. 

20 16. Procede de production d'une proteine recombinante d'interet selon la 

revendication 15, dans lequel ladite construction est introduite dans l'ADN de la cellule 
hotc procaryote. 

17. Procede de production d'une proteine recombinante d'interet selon la 
revendication 15 ou 16, dans lequel ladite construction est introduite dans TADN de la 

25 cellule hote procaryote par un vecteur selon la revendication 11 ou 12. 

18. Procede de production d'une proteine recombinante d'interet selon Tunc 
des revendications 15 a 17, dans lequel ladite construction est introduite dans 1'ADN dc 
la cellule bote procaryote selon la mcthodc d'integration chromosomiquc decritc dans 
1'exemplc 1 ou 2. 

30 19. Procede dc production d'unc proteine recombinante d'interct selon Tunc 

des revendications 15 a 18, dans lequel ladite construction est introduite sans autre 
element d' ADN qui permettrait d'y associer un avantage selectif. 
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20. Procecle dc production d'une proteine recombinant d'interet scion Tune 
des rcvcndicalions 15 a 19, dans lequel ladile construclion est introduite au locus do 
I'opcron tryptophanasc d'E. coli. 

21. Precede dc production d'unc proteine recombinant d'interet scion Tunc 
des revendications 1 5 a 20, caractcrisc cn cc qu'il comprend Ics etapes suivantcs : 

a) la transformation d'une cellule procaryote par un vectcur scion la revendication I I ou 
12, et Integration de ladite construction dans I'ADN de ladite cellule hole ; 

b) la transformation de ladite' cellule procaryote par un vecteur contenant un gene 
codant pour ladite proteine recombinante d'interet ; 

c) la culture de ladite cellule transformec dans un milieu dc culture permettant 
l'expression de la proteine recombinante ; et 

d) la recuperation de la proteine recombinante a partir du milieu de culture ou de ladile 
cellule transformee. 

22. Precede de production d'une proteine recombinante d'interet selon ia 
1 5 revendications 2 1 , caracterise en ce que ledit precede comprend en outre entre 1'etape a) 

et b), une etape de resolution et de criblage. 

23. Precede de production d'une proteine recombinante d'interet selon Tunc 
des revendications 15 a 22, dans lequel le controle de l'expression des proteines 
recombinantes avant induction du promoteur Ptrp est obtenu par I'induction dudit 

20 promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique codant pour une molecule de nature 
ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur le promoteur Ptrp selon I'une 
des revendications 8 a 10. 

24. Precede de production d'une proteine recombinante d'interet selon la 
revendication 23, dans lequel I'induction dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence 

25 nucleique codant pour une molecule de nature ribonucleotidique ou proteique agissant 
negativement sur le promoteur Ptrp selon l'une des revendications 8 a 10 est obtenue par 
tout moyen permettant d'exercer un efiet inhibiteur ou activateur sur ledit promoteur. 

25. Precede dc production selon la revendication 24, dans lequel I'induction 
dudit promoteur suivi en 3' d'une sequence nucleique codant pour une molecule dc 
nature ribonucleotidique ou proteique agissant negativement sur lc promoteur Ptrp selon 
l'une des rcvcndicalions 8 a 10 est obtenue soit : 

a) par le choix d'une source de carbone appropriee dans le milieu de culture ; soit 
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b) par I'ajout dc tryptophane dans Ic milieu dc culture ; ou 

c) par une combinaison dc a) ct b). 
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CLAIMS 



1. 



Construct for expressing a gene encoding a 
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recombinant protein of interest placed under the 
control of the Ptrp tryptophan operon promoter in a 
prokaryotic host cell, characterized in that the 
construct comprises a nucleic acid sequence which is 
capable of inactivating the gene encoding a TnaA 
tryptophanase when said nucleic acid sequence is 
introduced into said host cell. 

2. Construct according to Claim 1, characterized 
in that the prokaryotic host cell is a Gram-negative 
bacterium. 

3. Construct according to Claim 1, characterized 
in that the prokaryotic host cell is E. coli. 

4. Construct according to one of Claims 1 to 3, 
characterized in that it also comprises, upstream of 
said nucleic acid sequence capable of inactivating the 
gene encoding a TnaA tryptophanase when said nucleic 
acid sequence is introduced into said host cell, all or 
part of the nucleic acid sequence of the Ptna 
tryptophanase operon promoter. 

5. Construct according to one of Claims 1 to 4, 
characterized in that said nucleic acid sequence 
capable of inactivating the gene encoding a TnaA 
tryptophanase when said nucleic acid sequence is 
introduced into said host cell comprises a mutated 
fragment of the coding sequence of said TnaA 
tryptophanase . 

6. Construct according to Claim 5, characterized 
in that said mutated fragment is obtained by inserting 
a stop codon at a position such that the sequence of 
the mutated fragment thus obtained encodes a protein 
fragment lacking- tryptophanase activity. 

7. Construct according to either of Claims 5 and 
6, characterized in that said mutated fragment is a 
mutated fragment of the coding sequence of the TnaA 
tryptophanase of said host cell. 
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8. Construct according to one of Claims 1 to 4, 
characterized in that said nucleic acid sequence 
capable of inactivating the gene encoding a TnaA 
tryptophanase when said nucleic acid sequence is 

5 introduced into said host cell comprises a nucleic acid 
sequence comprising all or part of the sequence of a 
promoter followed, in the 3' position, by a nucleic 
acid sequence encoding a molecule which is 
ribonucleotide or protein in nature, and which acts 
10 negatively on the Ptrp promoter. 

9. Construct according to Claim 8, characterized 
in that said promoter followed, in the 3' position, by 
a nucleic acid sequence encoding a molecule which is 
ribonucleotide or protein in nature, and which acts 

15 negatively on the Ptrp promoter, is all or part of the 
Ptna tryptophanase operon promoter of E. coli. 

10. Construct according to either of Claims 8 and 
9, characterized in that said nucleic acid sequence 
encoding a molecule which is ribonucleotide or protein 

20 in nature, and which acts negatively on the Ptrp 
promoter, is the sequence encoding the TrpR tryptophan 
operon aporepressor of E. coli or one of its 
biologically active fragments. 

11. Vector containing a construct according to one 
25 of Claims 1 to 10. 

12. Vector according to Claim 11, characterized in 
that it is the vector pMAK705 [ tnaAt ] or the vector 
pMAK705 [Ptna: :trpR: :3' tna] . 

13. Prokaryotic host cell transformed with a vector 
30 according to either of Claims 11 and 12. 

14. Prokaryotic host cell according to Claim 13, 
characterized in that it is E. coli. 

15. Method for producing a recombinant protein of 
interest in a host cell using a construct according to 

35 one of Claims 1 "to 10. 

16. Method for producing a recombinant protein of 
interest according to Claim 15, in which said construct 
is introduced into the DNA of the prokaryotic host 
cell . 
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17. Method for producing a recombinant protein of 
interest according to either of Claims 15 and 16, in 
which said construct is introduced into the DNA of the 
prokaryotic host cell with a vector according to either 

5 of Claims 11 and 12.. 

18. Method for producing a recombinant protein of 
interest according to one of Claims 15 to 17, in which 
said construct is introduced into the DNA of the 
prokaryotic host cell according to the chromosomal 

10 integration method described in Example 1 or 2 . 

19. Method for producing a recombinant protein of 
interest according to one of Claims 15 to 18, in which 
said construct is introduced without any other DNA 
element which would allow a selective advantage to be 

15 associated therewith. 

20. Method for producing a recombinant protein of 
interest according to one of Claims 15 to 19, in which 
said construct is introduced at the tryptophanase 
operon locus of E. coli. 

20 21. Method for producing a recombinant protein of 

interest according to one of Claims 15 to 20, 
characterized in that it comprises the following steps: 

a) transforming a prokaryotic cell with a vector 
according to either of Claims 11 and 12, and 

25 integrating said construct into the DNA of said 

host cell; 

b) transforming said prokaryotic cell with a vector 
containing a gene encoding said recombinant 
protein of interest; 

30 c) culturing said transformed cell in a culture 
medium which allows the expression of the 
recombinant protein; and 
d) recovering the recombinant protein from the 
culture medium or from said transformed cell. 
35 22. Method for producing a recombinant protein of 

interest according to Claims 21, characterized in that 
said method also comprises, between step a) and b) , a 
resolution and a screening step. 
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23. Method for producing a recombinant protein of 

interest according to one of Claims 15 to 22, in which 
control of the expression of the recombinant proteins 
before induction of the Ptrp promoter is obtained by 
5 inducing said promoter which is followed, in the 3' 
position, by a nucleic acid sequence encoding a 
molecule which is ribonucleotide or protein in nature, 
and which acts negatively on the Ptrp promoter 
according to one of claims 8 to 10. 

10 24. Method for producing a recombinant protein of 

interest according to Claim 23, in which the induction 
of said promoter which is followed, in the 3' position, 
by a nucleic acid sequence encoding a molecule which is 
ribonucleotide or protein in nature, and which acts 

15 negatively on the Ptrp promoter according to one of 
claims 8 to 10 is obtained by any means enabling an 
inhibitory or activating effect to be exerted on said 
promoter . 

25. Production method according to Claim 24, in 

20 which the induction of said promoter which is followed, 
in the 3' position, by a nucleic acid sequence encoding 
a molecule which is ribonucleotide or protein in 
nature, and which acts negatively on the Ptrp promoter 
according to one of Claims 8 to 10 is obtained either: 
25 a) by choosing a suitable carbon source in the 
culture medium; or 

b) by adding tryptophan to the culture medium; or 

c) by a combination of a) and b) . 
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